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1.- El receptor de antígeno de la célula T.
El sistema inmunológico, potencialmente capaz de neutralizar la entrada de un elemento
extraño en el organismo, se divide en sistema inmunológico adaptativo, que discrimina entre los
distintos elementos extraños o antígenos (Ags) y potencia la respuesta frente a éstos en función del
número de exposiciones, y sistema nimunológico no adaptativo, independiente del número de
exposiciones alAg (1).
La respuesta inmunológica adaptativa está mediada por los linfocitos B y 17, los cuales
inicwn su participación en la respuesta tras el reconocimiento del Ag a través de sus receptores
especificos. El 300/o de las células que componen el sistema inmunológico son linfocitos y de ellos
el 700/o son células T (1). Los receptores de la célula 17 implicados en el reconocimiento antigénico
se denominan Receptores de Antígeno de la Célula T (TCR) (2).
El TCR está formado por dos glicoproteinas altamente polimórficas clonalnrnte
distnl,u¡das. heterodinrros aB oy8, asociadas a un complejo de cadenas invariables denominado
CD3(3)(Fig l).E195%delascélulasTdesangreperifrricaexpresanTCRsformadospor
dínrros aB. Ambas cadenas están codificadas por distintos segmentos génicos denominados
regiones variables (y), de diversidad (D) (únicamente en cadenas 8), de unión (J) y constantes (C)
que se recombinan durante la ontogenia de los linfocitos T y que generan la diversidad de
receptores necesaria para el reconocimiento especifico de los Ags (4).
Los aminoácidos codificados por las regiones génicas y, D y J definen en cada cadena un
dominio denominado V. Los dominios V son extracelulares y su variabilidad de secuencia es muy
elevada. Cadauno estáestabilizado por un puente disullúro intracatenario y, en el caso de la cadena
a, presenta un sÉlo de glicosilación. Los dominios y de ambas cadenas son los responsables del
reconocimiento antigénico.
La región génica C de cada cadena codifica un dominio C, una zona bisagra, una porción
transmembrana y una cola intracitoplásinica. Las regiones C, como su nombre indica son
précticanrnte constantes. Cadauno de los dominios C presenta un puente disulfliro intracatenario.
El dominio C de la cadena a presentaun sitio de glicosilación y dosel de lacadena 8. Los dominios
C de ambas cadenas interaccionan con los componentes delcomplejo CD3 (3).
Cada una de las cadenas presenta una pequeña zona bisagra comprendida entre el dominio
C y eldominio Ambas están unidas a través de un puente disullbro intercatenario y
presentan un sitio de glicosilación. Recientemente se ha demostrado que incluyen motivos de
secuencia que controlan la eficiencia de la señalización inducida por el reconocimiento del Ag. Así,
se ha comprobado que la secreción de IL-2 tras la activación es menor si se mutan residuos
conservados en los dominios bisagra de las cadenas a y 8 de varias especies y se sustituyen por los
de sus respectivas cadenas lx~n5logas, 5 y y (5, 6).
Cada cadena atraviesa la membrana citoplasnttica con un único dominio transrnernbrana y
termina en su extremo carboxi-terminal (Ct) con una pequeñacola citoplasnática de 5 aminoácidos
en el caso de la cadena ay de 9 aminoácidos en el de la cadena 8. La región transmembrana de la
cadena 8 se ha implicado en la asociación delheterodkxrro aB con determinados componentes del
CD3 (7). Se ha comprobado que células 17 cuyos TCRs carecen de la cola intracitoplasnútica de la
cadena a no son capaces de internalizar el TCR tras la activación con un mitógeno (8).
Los heterodíntros al3 aparecenen la superficie celular unidos al complejo CD3 con el que





<limeros ys y Sc y un hoinodímero C~ Los últimos estudios indican que la estructura del lCR es
(aBI»Qc)(&)(~C) (9). Cada una de las cadenas del complejo contiene en la región citoplésmica
secuencias denominadas Motivos de Activación de Inmunorreceptores basados en Tirosina
(117AM) que son dianas de tirosin-quinasas y cuya fosforilación es el primer evento detectado en la
señalización tras el reconocimiento de Ag a través del dinero aB (10).
1.1.- Nomenclatura, organización, reordenamiento y diversidad de los genes TCR.4 y
TCRR.
La nomenclatura de los segmentos génicos que forman cada cadena del dímero aB fue
definida por el subcomité de nomenclatura de la Unión Internacional de Sociedades de Inmunología
(LUIS). Las regiones góticas de las cadenas a y fi del TCR se denominan TCRA y TCRB,
respectivanrnte. Cada elemento gótico se designa V, D, J o C indicaixlo con un número la
sublbniilia (en segmentos V) o laagrupación gótica (en el resto de segnrntos). La letra 5 seguida
de otro número señala a qué miembro nos rei~rimos. Se define subbnilia como el conjunto de
segmentos TCRV que poseen una homología de secuenciade nucleótidos superior al 75% (11). La
homología entre las distintas subtbmllias varía entre el 16% y el 58% (11). De esta manera las 81
secuencias distintas obtenidas de segmentos V de cadenas a definen 32 subkmilias y las 138
secuencias distintas de segmentos y de cadenas fi definen 34 subfaniilias (11). En función del tipo
de estudio, puede ser conveniente agrupar los segmentos V en función de su homología en la
secuenciadenucleótidos(12)oenflnróndelosaminoácklosqueaparecenenlasposiiones6l y
62 (13) (Tabla 1).
Los genes TCRAV se localizan en el cromosoma 14 (14q11) en humanos (14). La
secuenciaparcial del locus ñxlica que en la línea germinal y de posición5’ a 3’ existe una agrupación
gónica formada por los 70-80 segmentos TCRAV, los segmentos góticos de la cadena 5 del TCR,
los 63 segmentos TCRAJ y, en elextremo 3’ del gen, elúnico segmento TCRAC (Fig. 2).
El locus 170111, situado en el cnmosonn 7 en humanos, se ha secuenciado completamente
(15). Los genes de la línea germinal están separados en 3 agrupaciones génicas: En la posición 5’
del locus, se encuentra ura agrupación que contiene 64 segmentos TCRBV. A continuación de
ésta, se sitúa una agrupación que contiene el segmento TCRBD1, 6 segmentos TCRBJ1 y el
segmento TCRBC1. Tras ésta existe una tercera agrupación que contrir el segnrnto TCRBD2, 7
segmentos TCRBJ2 y el segmento TCRBC2. Por últinx,, en el extremo Yde la región, se
encuentra el segmento TCRBV3OSI, cuya lectura está invertida respecto al resto de los segmentos
del locus TCRBV (Fig. 2).
Los segnrntos TCRA y TCRB se reordenan en un estadio temprano de la maduración de
los timocitos, precursores de las células 17. El reordenamiento se produce secuencialmente (Fig. 3)
de forma que en primer lugar se recombina uno de los álelos TCRB, mientras el otro peinnece
bloqueado (16). ICRA no se reordenahastaque existe una recombinación correcta de 170111.
El reordenamiento de TCRB comienza con la unión de un segmento TCRBD a uno
TCRBJ. A continuación, un segnrnto 170(3V se recombina con el TCRiBD-J (17). Entre las
zonas de unión de los segmentos y y D y los D y J, la enzina deoxinucleotidil transferasa terminal
(TdT) introduce aleatoriamente nucleátidos no codificados en la línea germinal que conforman la
región N. Se ha descrito la translocación de las últinms bases de la región V (región P) pero
prácticamente no se produce en TCRA ni TCRB. Los segmentos góticos comprendidos entre los
recombinados se eliminan, por lo que el gen TCRB de las células T maduras es de menor tamaño y
carece de parte de los segmentos. La unión de uno de los segmentos TCRBC se produce durante la














1 2, 8, 15, 17,21 la 6, 8, 16,21,22,26
2 3,5, 10, 13, 18, 19, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 32
lb 10, 18, 19,25
3 6,12,14 lc 1,5,23
4 1,9,16,22,31 2 7,9,24
5 4,20 3 2,4
6 7 4 3,11,12,13,14,15,17







1 1,9,16,22 í 1,2,4,5,6,7,8,9,10,16,18,19,21,22,23,24,25,26
II 2,7, 14, 17,21 II 3, 11, 12, 13, 14, 15, 17,20
III
3,5, 10, 13, 15, 19, 23, 25,
27, 28, 30, 32
MISCELANEA 4, 6, 8, 11, 12, 18, 20, 24,26,29,31
Tabla 1: Clasificación de las subtbmilias de TCRAV y TCRBV
las definiciones de Chothia y coL (12) y Schiffer y coL (13).
en subgrupos de homología según
Introducción
entrelaregiónJylaCylosdelaregiónC,tantolosqueseparanlosexonescorrespondxentesal
dominio C como los comprendidos entre la región bisagra, la transinembrana y la cola
citoplasmática.. Se han descrito mecanismos de empalme o “splicing” alternativo durante la
maduración del mRNA que pueden aumentar la diversidad debida al reordenamiento de los
segmentos (18). La proteína codificada por el producto del reordenamiento se expresa en la
membranadel tunocito asociada a una cadena denominada pT-a y a parte del complejo CD3 (19).
Si se produce este paso, comienza el reordenamiento de los segmentos TCRA. Si por el contrario,
la cadena ¡3 no puede expresarse en la superficie del timocito, se continúa reordenando TCRB hasta
lograr un reordenamiento productivo. El reordenamiento productivo de uno de los alelos de TCRB
implica un mecanismo de exclusiónalélica que bloquea el reordenamiento y transcripción del otro,
por lo que en general cada célula 17 madura sólo transcribe el mRNA que codifica una cadena ¡3
(16), aunque aproximadamente el 1% de las células 17 obvian la exclusión alélica y expresan dos
TCRs tbncionales con distintas cadenas B (20,21).
El reordenamiento de TCRA se produce de forma análoga al de TCRB. A diferencia de
éste, ambos alelos TCRA reordenan y siguen denando basta que un dímero
aB se expresa en la membranadel timocito. Al igual que en el caso de TCRB, el segmento TCRAC
se une al V-J durante la maduración del mRNA y también en este caso se han descrito empalmes
alternativos (18). El reordenaniiento simultáneo de los dos alelos TCRA. implica que se pueden
transcribir dos mRNA y por ello hasta un tercio de las células T maduras pueden expresar dos
TCRs funcionales con distintas cadenas a (22). Se han realizado estudios con anticuerpos anti-
TCRVCZ que sugieren que en humanos el número de células 17 con dos TCRs funcionales es
cercano al teórico (21) y que los fetnrnos de transcripción preferente y emparejamiento
mayoritario de una cadena son minoritarios, alcontrario de lo observado en ratones (23, 24).
No se ha detectado hipennutación somática en los TCRs, pero existen múltiples
mecanismos y elementos cuya combinación es capaz de generar 10í1~l0ló heterodímeros aB
distintos (2,25,26), como por ejemplo: la existencia de distintos alelos de los segmentos TCRLBV y
TCRAV, las múltiples combinaciones entre segmentos TCRV, TCRD y TCRJ, los distintos inicios
de lectura de las regiones D, la adición de nueleótidos no codificados en la línea germinal a las
regiones N, los distintos ensamblajes entre los exones durante la maduración del mRNA y las
posibles combinaciones entre cadenas a y 13.
La totalidad de TCRs expresados clonalmente por las células 17 de un individuo se
denomina repertorio de TQ(s. Los estudios del repertorio en sujetos sanos indican que existen
usos sesgados de los distintos elementos generadores de diversidad (Fig. 4 y 5 y Tablas 2 y 3).
Estos sesgos se deben a la influencia de distintos factores que son capaces de modificar el
repertorio. Se ha descrito que el repertorio está limitado por factores gertticos (31, 32), por
reordenamientos preferentes de determinados segmentos 1701V (27) y TC1U (30, 33), por la
dependencia de taniaflos de las regiones N y N-4-D en función de los segmentos TCRJ empleados
(30)yporlamayorutllizaciéndedetenninadosaminoácidosenlasregionesNyN+Denflmción
de su posición (29) o del segmento TCRV empleado (30). El repertorio también está modificado y
limitado por factoresambientales, la exposición a distintosAgs a lo largo de la vida del individuo y
por los procesos que conducena latolerancia. Apesar de eDo, el repertorio de TCRs es lo
















































































































































































































1 0 32 0.3
2 0 33 2.3
3 2.1 34 LO
4 4.8 35
5 4.1 36 0.7
6 2.8 37 3.8
7 ¡.3 38 2.1
8 2.1 39 3.1
9 3.8 40 2.8
10 3.1 4! 0.3
II 0.7 42 1.3
12 0.7 43 2.1
13 1.3 44 2.1
14 0 45 3.1
¡5 3.1 46
16 1.0 47 2.3
1’7 1.3 48 2.8
18 1.0 49 3.!
19 0 50 0.7
20 3.4 Sl
21 0.7 52 4.1
22 2.1 53 1.3
23 3.1 54 2.1
24 2.! 55
25 0 56 1.0
26 1.3 57 2.3





















Tabla 3: Frecuencia de uso de segmentos TC1U. Media obtenida de 300 trAnscritos
procedentes de PBLs de 3 individuos sanos no relacionados. Tomado de Moss y cok
(29) y de Quiros-Roldan y cols. (30).
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Figura 4: Frecuencia de uso de segmentos TCRV. A: Uso de segmentos TCRAV. Frecuencias
calculadas a partir de las secuencias de 300 trAnscritos procedentes de 3 individuos sanos no
relacionados. Tomado de Moss y col. (27). B: Uso de segmentos TCRBV. Frecuencias calculadas a
partir de las secuencias de 300 trAnscritos procedentes de 5 individuos sanos no relacionados.
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Tyr E Polar Hídrofohico
Figura 5: Composición de aminoácidos de la región CDR3¿ (A) y CDR3~ (B) de trAnscritos
hununos. Las posiciones se definen según Chothia y col. : Cys-AIa-.. .(X),,. ..Phe-Gly-X-Gly para
CDR3a y Cys-Ala-Ser-Ser...(X)0...Phe-Gly-X-Gly. Los aminoácidos se agrupande la siguiente
manera: Hidrofóbico: Leu, ile, Plie, Met, Val, Ala. Polar: (1k>, Asn, 171w, Ser. Ácido: 01w Mp.Básico: Aig, Lys, His. Tabla tomada de Moss y col. (29).
posición 1 posición 2 posición 3 posición 4 posición 5




2.- Antígenos y su reconocimiento.
Los TCRs reconocen básicamente dos tipos de Ags: péptidos presentados por moléculas
del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MIIC) (34, 35) y superantígenos (SAg). El
epítopo, o porción del Ag reconocida por el TCR de un linfocito individual, está formado por
residuostanto del péptido como de la molécula delMMC. El reconocimiento de los SAg se lleva a
cabo independientemente de la especificidad antigénica del TCR y depende de qué región y
expresa su cadena 13, por lo que no se define epítopo en el reconocimiento de SAg. No existen
diferencias entre la activación de las células T por un complejo péptido/molécula del MHC y un
SAg, como demuestran distintos estudios que cuantifican la internalización del TCR (36), la
movilización de calcio intracelular ([Ca2~Jj, la respuesta proliferativa y la secreción de citoquinas(36, 37).
2.1.- LILA, péptidos y estructuras del TUN inzplkadas en su reconodndento.
El MHC es un sistema de genes altamente polini5rflco y poligénico que en humanos se
localiza en el brazo cofto del cromosoma 6 (38). Gran parte de los genes del MIIC codifican
proteinas relacionadas con el procesamiento y presentación de péptidos en la superficie de las
células. En humanos, las moléculas del MI-FC encargadas de la presentación de péptidos a las
células 1 se denominan Antígenos Leucocitarios Humanos (HLA) y están codificadas en la región
de clase 1 (FILA-A, HLA-B y HLA-C) y en la región de clase II (FILA-DR, HLA-DQ y HLA-DP)
del MHC (38). El MHC codifica, además, otras proteínas relacionadas con el procesamiento y
presentación de péptidos (FILA-E, -O, -DM, etc.).
La expresión de los alelos del FILA es codominante, por lo que cada individuo puede
expresar 6 moléculas de clase 1 distintas y 6 de clase II. Las moléculas presentadoras de clase 1 y
clase II no sólo se diferencianpor su localizaciónen el MHC, sino por su estructura(iFig. 6): las de
clase 1 están formadas por una glicoproteina de membrana asociada a ma cadena extracelular
denominada ¡32 microglobulina (B2m) y presentan un sitio de unión para CD8, correceptor de una
subpoblación de células T (39); las de clase II están tbrmadas por dos glicoproteinas de membrana
de aproximadamente el mismo tanufio y tienen un sitio de unión para CIX, correceptor expresado
por otra población de células 17.
A pesar de estas diferencias, los dominios que incluyen son hon~logos: Los dos dominios
más distales respecto a la membrana tbrman, en ambos casos, una hendidura consistente en una
lámina 13 de 8 cadenas antiparalelas flanqueada por dos hélices a (Fig. 6C y 6D) (40). Tanto las
moléculas de clase 1 corno las de clase IIpueden alojar péptidos en la hendidura: las primeras alojan
preferentenrnte péptidos de 8 a 9 aminoácidos, aunque se han llegado a aislar péptidos de 13-14
aminoácidos (41-43); la hendidura de las segundas es más abierta por los extremos y permite alojar
péptidos de hasta25 aminoácidos, aunque la mayoría oscila entre 11 y 13 aminoácidos.
Los péptidos unidos a las moléculas del MHC de clase 1 proceden mayoritariamente de la
digestión parcial de proteínas citoplasmáticas, tanto propias como de virus o de bacterias
intracelulares. Se ha descrito que también se pueden presentar péptidos de origen extracelular por
lisis de endosomas (44), regurgitación de los productos de degradación de lisosonus (45), etc. Los
péptidos unidos a moléculas de clase II en general derivan de la degradación de partículas
fagocitadas, por lo que puedenproceder de restos de otras células del organismo, de bacterias o de
parásitos extracelulares. A pesar de ello, se han encontrado péptidos derivados de proteínas





Determinados residuos de la hendidura de unión del péptido forman subcavidades o
“pockets” a los que se unen los residuos de los péptidos denominados residuos de anclaje: en FILA
de clase 1 es fiindanrntal la unión de los residuos en posición 2 y 9 del péptido (P2 y P9), que se
alojan respectivamente en las subcavidades H y C-F del lILA (47); en clase II, en cambio, el
principal residuo de anclaje del péptido es Pl que se aloja en la subcavidad 1, pudiendo anclarse
otros residuos a las subcavidades 3,5 y 7(47). Elpolimorfismo de los distintos alelos del HLA se
concentra en los residuos de estas subcavidades (48), por lo que cada FILA aloja peptidos
diferentes (47). Los estudios de difracción de rayos-X de cristales de complejos FILA/péptido
unidos a dineros aB del TCR de los que se han eliminado las regionestransmentrana (49, 50) han
confirmado datos anteriores que indicaban que ambos dominios y del heterodímero a~ del TCR
interaccionaban con el complejo péptido-HLA a través de unos giros [3 denominados Regiones
Determinantes de Complementariedad (CDRs) (2, 34). El TCRpresenta6 regiones CDR 3 en la
cadena a y 3 en la cadena II (Fig. 7). Las regiones CDR1 de ambas cadenas comprenden
aproximadamente del residuo 23 al 34 y las CDR2 entre el residuo 47 y el 57 (numeración tomada
de Kabat y cok (51)). Tanto CDR1 corno CDR2 están codificadas en los respectivos segmentos
TCRV. Las CDR3 se sitúan entre los residuos 90 y 100, estén codificadas por las zonas de unión
entre los segmentos TCRV y 17CM e incluyen los nucleótidos de las regiones N y N+D (26). Las
regiones D codifican mayoritariamente GW mientras que los nucleótidos de las regiones N se
introducen al azar durante laontogenia, por lo que la variabilidad de las CDR3 es aún mayor que la
de CDRl y CDR2. CDRl y CDR2 interaccionan mayoritariamente con residuos del FILA,
mientras que CDR3 contactaprincipalmente con residuosdel péptido (34) (Fig. 8).
2.2.- Superantígenosy su reconocunientopor el TUL
Los SAg son proteínas de origen viral o bacteriano capaces de estimular grandes
subpoblaciones de células 17, independientemente de su especificidad antigénica. La activación por
SAg induce la proliferación celular y, una vez desaparecido el estímulo, se produce la disminución
de la subpob¡ación estimulada.
Los SAg de origen bacteriano (bSAg) son proteínas solubles secretadas por bacterias,
corno Staphylococci, Mycoplasma, Yersinia, etc. Tienen dos dominios, uno de los cuales puede
interaccionar con el TCR y el otro con una molécula del MHC de clase II, aunque la interacción
con la molécula delMHC no es necesaria para conseguir la activación de la célula 17(37). Los SAg
de origen viral (vSAg) son codificados por retrovirus y pueden estar integrados en el genonn del
iixlividuo (52). Se han estudiado en ratones, principalmente las proteínas del virus de tumor
mamario murino (MMTV) y se han identificado con los antiguamente denominados Ags menores
estimuladores de lintbcitos (MIs). Se expresancomo proteinas de nrmbrana y poseen un dominio
capaz de unirse al 17<2W otro a la molécula de clase II, una región transmembrana y una pequeña
cola intracitop]asmática.
Los SAgs interaccionan con la cadena 13 del TCR Se ha descrito que los bSAg y vSAg
mteracc¡onan con diferentes regiones del dominio VB. Los bSAg contactan con CDR2 y
minoritariamente con la región HiperVariable 4 (HV4), codificada por la región y y que
comprende los residuos 68 al 78 del dominio V. Los vSAg se unen principalmente a través de 11V4
y de CDR1 (53) y cubren parcialmente elpéptido. Cada SAg es capaz de estimular todas las células
17 que utilizan determinados segmentos TCRBV en su 17<2K Así, la enterotoxina B de S. aureus
(SEB) es capaz de activar células 17 humanas que expresen V83, V812, V1314, VB1S, V1317 o
VB2O. Recientemente se han descrito SAgs que, además de contactar con CDR1, CDR2 y HV4,





3.- Activación de la célula T.
Simultáneamente a la interacción del TCR conun Ag (complejo péptido-FILA o SAg), los
correceptores CD4 oCD8 se asocian con el TCR y contactan con el lILA de clase 11 y de clase 1,
respectivamente. CD4 y CD8, cuya expresión en células 17 maduras es mutuamente excluyente,
actúan sinergísticamente con el TCR pues poseen un dominio intracitoplasniético que interacciona
fuertemente con la tirosin-quinasa lck que, junto aotras tirosin-quinasas de la familia src, se activa y
fosforilalastirosinaspresentesenlosllAMsdeCD3.Nosehapodidoconcluirconexactitudsi
cada 117AM controla una ruta o vía de activación distinta o si son redundantes. En cualquier caso,
tras la fosforilación de los ITAMs se detecta activación de ZAP-70, aumento de los niveles de
inositol trifoslito, liberación de [Ca2~]~etc. (56). La activación completa provoca distintos efectos
a cada subpoblación de células T:
- Las células 17 CD4% también denominadas células 17 cooperadoras o “helper” (Th),
proliferan y secretan citoquinas que actúan sobre linfocitos B y 17, macnSfagos, células del endotelio
vascular, leucocitos inflamatorios, etc.
- Las células 17 CDI o células 17 citotóxicas (CTLs) también proliferan y secretan
citoquinas al activarse, principalmente lEN-y. Su característica principal es su capacidad de lisis de
la célula que le presenta el Ag, denominada célula diana o célula presentadora de Ag (APC),
mediante secreción de perforinas y granzimas o mediante fenómenos apoptóticos (57). Hay que
indicar que se ha descrito una población minoritaria de células 17 CDC con capacidad citotóxica
(58).
No se conoce el mecanismo por el cual el reconocimiento del Ag se transmite a los
diferentes ITAM y deseniboca en la cascada de eventos que finalmente provoca la activación de la
célula 17, pero se han propuesto modelos que suponen la oligomeriz.acién de los TCRs (59),
cambios conforiinacionales en éstos (60) o su actnulo en el área de contacto entre las dos células y
laconsiguientepolarizaci’ndellintbcito T(61, 62).
La estabilidad del complejo trimolecuiar TCR’complejo péptido-ULA está modulada por la
presencia de otros receptores que pueden matizar la respuestaa diferentes Ags. Como detallarenxs
en el siguiente apartado, la activación de la célula T requiere, además de la interacción del TCR con
el Ag, una segunda señal coestimulatoria sin la que el linkcito 17 no es capaz de responder (63).
Según su estado de activación y sus contactos previos con el Ag los linfocitos T se
clasificane~
- Células T activadas. Estas células han interaccionado con su Ag y están llevando a cabo
las funciones etéctoras que les corresponden. Su estado activado puede mantenerse mediante el
reconocimiento de un núnrro mínimo de complejos antigénicos, incluso en ausencia de
coestñnulos (64). Su fenotipo incluye vanas moléculas (CD2S, CD26, CD7O, HLA-DR, etc.) que
pueden eniplearse como marcadores de activación El estudio de la expresión de éstos en células de
sangre periferica ha revelado que representan una proporción mínima de los linfbcitos 17 del
individuo. Las células 17 activadas expresan en membrana elevados niveles de Fas (65) y los
primeros estudios indicaban lma alta sensibilidad a la apoptosis por la vía Fas-Fas-L (66). A pesar
de ello, estudios recientes hanmatizado dicha sensibilidad, indicando que los linlbcitos 17 activados
a través de su TCR resisten la apoptosi si existen señales coestimulatorias vía
CD2S(67)yqueúcanrntesonsenslblesalatbrmademembranadeFas-L,porloqueen
presencia de la forma soluble se produce una competencia entre ambas especies que puede regular
los fenómenos apoptóticos en estas células (68). La sensibilidad a las firmas solubles de Fas-L de




Dentro de las células 17 en reposo (“resting”) de un adulto, las virgenes oscilan entre el 500/o
y el 900/o, siendo el resto células T de memoria (72). Este porcentaje es variable en función de la
edad, exposición a Ags, etc. Ambas subpoblaciones presentan distintos marcadores de membrana,
poseen distintas características de migración a órganos (“homing”) y su capacidad de respuesta es
diferente.
- Células T vírgenes. Nunca han sido expuestas a su Ag ni se han activado desde su
maduración en el timo. Su fenotipo suele ser CD.44¡OCD45RBtD62Lt aunque su característica
principal es la baja expresión de CD44 y los altos niveles de CD4SRA y CD45RB (73). Presentan
además bajos niveles de Fasy son poco sensibles a apoptosis (65, 68). Carecen de la mayoría de las
moléculas de adhesión implicadas en extravasación y sólo se detectanen los órganos lin&ticos y en
tejidos en los que existe una inflamación crónica. Únicamente se activan si el reconocimiento del
Ag es simultáneo a un fuerte coestimulo, habiflualmente procedente de células que expresan gran
cantidad de moléculas coestimuladoras y de adhesión, como las células dentrfticas u otras APCs
profesionales.
- Células Tde memoria. Han respondido a su Ag y han retornado a un estado quiescente.
Se diferencian de las virgenes porque su capacidad de respuesta frente a una nueva aparición del
Ag es más rápida, incluso cuando el Ag es presentado por células con niveles reducidos de
moléculas coestimuladoras (74). Su fenotipo suele ser CD44bICD4SRBtD62L(O. El rasgo más
característico es laelevada expresión de CD44, pudiendo variar la expresión de CD4SRB y CD62L
(73). Habitualmente expresan elevados niveles de CD45RO que aumentan a mayor numero de
divisiones tras laactivación antígenica (75), así como distintas moléculas de adhesión implicadas en
extravasación a tejidos inflamados. Oehen y cok (76) han propuesto que no existen células 17
CD8~ de memoria sino que sólo hay células 17 virgenes o células 17 en un estado de activación
continuo debido a que encuentran bajos niveles de Ag capaces de reestimular a la célula.
Mullbacher(77)yTanchotycols478)demuestranquelascélulasTCD8~dememoriapueden
mantencrse largos periodos en ausencia de Ag y que el simple contacto con ima molécula del
ME{C, incluso distinta de la que presenta el 4 permite la supervivencia de la población
CD8+CD44hI (78).
4.- Tolerancia.
Se define tolerancia inmunológica corno la ausencia de repuesta inmunológica contra un
Ag. El de la tolerancia se realiza mediante la inactivación o muerte de los linfocitos
especificos de Ag y desemboca en la incapacidad del organismo para responder a éste.
Habitualmente se diferencian dos tipos de tolerancia:
- Tolerancia central La eliminación de las cábulas potencialmente autorreactivas se lleva a
cabo en el tinx, durante la ontogenia de las células 17. La selección tímica asegura que los linfocitos
17 que abandonan el timo sean capaces de reconocer Ags presentados por moléculas del MHC
propias y elimina las células T potencialmente autorreactivas. De hecho, se ha calculado que
únicamente el 5% de los timocitos finaliza su maduración. La selección tlniica puede dividirse en
selección positiva, que elimina los tirnocitos que no reconocen complejos antigénicos expresados
por células epiteliales del cortex tímico, y selección negativa, que suprime los tirnocitos que
responden a Ags presentados porcélulas delestroma timico derivadas de ntdula ósea (macrólbgos
córtico-medulares y células dentríticas ints-digitadas). La especialización celular en el timo no es
absoluta y, de hecho, se ha descrito que la eliminación de las células del estronia o impide el
correcto desarrollo del proceso de selección (79-8 1). Actualmente se discute cómo dos procesos
contrapuesto como la selección positiva y la negativa pueden basarse en el reconocimiento de Ag
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vía TCR Se ha propuesto que los péptidos presentados por las distintas células del timo son
diferentes (82) y que tanto la ausencia de reconocimiento como ima señal intensa vía TCR
producen la eliminación de los timocitos, conservándose únicamente los linfbcitos con afinidad o
avidez moderada por los Ap propios (83, 84).
- Tolerancia periférica. Los procesos que desembocan en ella actúan sobre células maduras.
Neutralizan las células potencialmente autorreactivas no eliminadas en el timo y controlan la
intensidad y duración de las respuestas antigénicas mediante procesos de apoptosis y anergia de
manera que la exposición prolongada a un antígeno puede desembocar en una ausencia de
respuesta contra éste.
La primera berrera para impedir respuestas inmunológicas indeseadas es la ausencia de
receptores de migración en las células 17 virgenes que impide su infiltración en tejidos no linfáticos y
por ello su acceso a los Ags específicos de tejido.
Se ha comprobado que la interacción 17CR-Ag no es suficiente para que se produzca una
respuesta (63, 85), sino que es necesano que simultáneamente al reconocimiento antigénico se
produzcan otras señales, ya sea a través de la interacción de otros receptores de la célula 17, como
CD28, con sus ligandos en la AiPC, B7.1 (CD8O) y B7.2 (CD86), o bien por la presencia de
distintas citoquinas, como W-1, TNFa o IL-6 que pueden rescatar a las células T de la apoptosis
inducida tras la activación (86, 87). La intensidad y duración de la respuesta también se controlan
por la sensibilidad de las células 17 efectoras a la apoptosis, mayor a mayor numero de divisioxus
tras la activación (88).
5.- Respuestas alorreactivas.
La alorreactividad es la respuesta del sistema mmunológico a células de individuos de la
misma especie. Se describió al observar la fuerte respuesta que se mducía tras los trasplantes y cjpe
podía conducir al rechazo del ir~erto. La respuesta, mediada principalmente por células 17, se
produce principalmente por el reconocimiento de complejos péptido/inolécula del FILA del
respondedor (89). En los casos en los que no existen diferencias entre el LILA de las células diana y
las células 17, toman importancia los Ags menores de histocompatibilidad, es decir, péptidos propios
de la célula extraña no expresados por el respoixiedor, como pueden ser los específicos de sexo,
etc.. Se ha descrito también una alorreactividad indirecta, debida al reconocimiento de péptidos
derivados de la célula extraña, pero presentados por APCs del respondedor. Su influencia en la
respuesta alogénica total es limitada y sólo se ha estudiado la inducción de respuesta por péptidos
derivados del FILA extraño.
Se supone que los linfocitos T alorreactivos se activan por una reaccion cruzada entre un
complejo péptido/molécula del MHC propia y los complejos antigénicos alogénicos, que mimetizan
la estructura del primero a través de residuos del LILA y del péptido (90). Los linfocitos 17 que
pueden participar en una respuesta alogénica suman entre el 1% y el 100/o de las células T del
individuo (91). Este elevado porcentaje se debe a que durante la selección tímica no se eliminan
células T con capacidad de reconocimiento de FILAs no expresados por el hxlividuo.
A. pesar del gran núnrro de células 17 con diferentes especificidades que participan en una
respuesta alogénica se han descrito motivos comunes en los 17CRs de las células 17 alo-especificas
de un mismo alelo FILA, incluso cuando proceden de varios individuos diferentes (92-99). Estos
usos preferentes pueden deberse a que: 1) determinados residuos del TCR interaccionan
preferentenrute con aminoácidosdel LILA y, si todos los complejos antigénicos reconocidos tienen
en comúnelmismo FILA, es lógico pensar que los diferentes TCRs empleen residuos similares para
interaccionar con la molécula del MHC; 2) los péptidos presentados por determinado LILA están
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parcialmente condicionados por éste y consecuentemente, los TCRs de las células alorreactivas
pueden emplear residuos similares para reconocer los aminoácidos del péptido condicionados por
el alelo. Mt a partir de linfocitos de sangre periferica (PBLs) de distintos individuos se han
generado br vitro clones FILA-H27 específicos, se han analizado las secuencias de sus 17CRs y se ha
observado que existen usos preferentes de TCRAV2 y de determinados residuos en las CDR3a y
CDR3B, aunque los sesgos más acusados seobservan en la utilización de segmentos TCRBV (6,7,
14 y 17) (92-94). Los autores proponen que la limitación niés acusada en el uso de segmentos
TCRBV se debe a que, aunque ambas cadenas deldimero c43 del TCR interaccionan con la
molécula del MFIC, el dominio VB interacciona preferentemente con el dominio más polimórfico
del FILA y por tanto la secuenciade dicho dominio de HLA-B27 limita los segmentos 17CRBV que
interaccionan con él (93). La interacción preferente del dominio V13 con el dominio a2 del FILA ha
sido recientemente confirmada por los datos sobre la estructura de los complejos TCR’Ag
deducidos por difracción de rayos-X (50). Otros grupos han encontrado limitaciones
preferentemente en el uso de TCRBV, tanto en alorrespuestas contra HLA de clase 1 (97, 99),
corno de clase III (95, 96, 98) (Tabla 4). Se ha postulado que la mayor restricción de 17CRBV se
debe a que eldominio VB tiene un papel predominante en el reconocimiento del FILA, mientras que
Va determina la especificidad antigénica interaccionando preferentemente con el péptido (100). La
mteraccxón de una cadena del TCR preferentemente con el FILAy la otra con el péptido contradice
los resultados deducidos a partir de la difracción de rayos-X, que indica una interacción similar de
ambas cadenas tanto con el péptido como con elHLA (50).
6.- Enfermedades autoinmunes.
Las enfermedades autoinmunes son aquellas en las que el sistema inmune adaptativo
responde contra Ags propios, destmyendo tejidos sanos. Tanto si son sistémicas como locales, se
caracterizan por la presencia de un infiltrado de células 17 en los tejidos afectados. Esta infiltración
de células 17 en las lesiones así como la asociación de muchas de las enfemrdades con
determinados ailelos FILA (Tabla 5) apoya la hipótesis de una implicación directa de las células T en
el inicio y desarrollo de las patologías a través de una respuesta contra dichos ale1os~ aunque
plantea la incógnita de cómo las células 17 autorreactivas han podido eludir los nrcanismos que
desembocan en la tolerancia El desarrollo de la enfermedad autoinmune no puede achacarse
exclusivamente a la existencia de células autorreactivas, ya que se pueden aislar clones
autorreactivos de individuos sanos (102). La obtención ynuntenimiento en cultivo de dichos
clones requiere la activación por un agente nitógeno, asi como un aporte exógeno de citoquinas y
el empleo de APCs autólogas que expresen niveles elevados de complejos péptido-FILA. Estas
condiciones nornnlnrnte no se dan br vivo, por lo que las células potencialmente autorreactivas no
siempre responden a los autoantigenos. Su existencia sugiere que la reacción autoinmune puede
iniciarse si algún desencadenante varía las condiciones de presentación de los péptidos o la
capacidad de respuesta del linfocito.
Determinados péptidos sólo son presentados por las APCs si tina causa externa modifica su
entorno y aumenta su síntesis de proteínas o varía susnrcanisnrs de procesamiento y presentación
de péptidos (103). Estas modificaciones del entorno también afectan a péptidos que se presentan a
niveles tan bajos que ir provocan una respuesta. Estos péptidos, habitualmente denominados
péptidos crípticos, pueden revelarse por
- Procesos inílaniatorios (Fig. 9). Las células lhgocíticas secretan IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
IFNj’ y TNF-a durante las infecciones y traunntisrws. Estas citoquinas provocan inflamaciones
locales y aumentan la expresión del FILA y de moléculas de adhesiónen las APCs (104), con lo que
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[-¡LA TCRA TCRB REF.
y N J V N+O J
B7 2,6 N.U.P. N.U.P. 14 N.U.P. N.U.P. (99)
B2705 2 N.U.P. J20 6,7,14,17 Función de TCRBVb 2S2,2S7 (94)
B35 2S3 lle-His/Arg J36 4S1 Oly-Gly 2S7 (97)
DRBI*Ol01.
*0102 la N.U.P. N.U.P. subgr. 1 y3a N.U.P. N.U.P. (96)
DRBI*0101 N.1J.P. N.U.P. N.U.P. 2,13S1,18,20 N.U.P. N.U.P. (98)
DRB1*0301 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 2,16,17 N.U.P. N.U.P. (98)
DRBI*0404 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 2,5,6,7,13S2,18 N.U.P. N.U.P. (95)
DRBI*1301 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 4,6,8,18 N.U.P. N.U.P. (98)
DRBI*1501 N.U.P. N.U.P. N.U.P. 2,8,13S2 N.U.P. N.U.P. (98)
Tabla 4: Usos preferentes de segmentos lCR por clones alogénicos restringidos por el FILA
indicado. N.U.P.: no existe uso preferente. 1subgrupos definidos por Chothia y cols. (12)2




Espondilitis anquilosante B27 >95 9 >150
Enfermedad de Reiter B27 >80 9 >40
Uveitis anterior aguda B27 68 9 >20
Tiroiditis subaguda B35 70 14 14
Psoriasis vulgar Cw6 87 33
Narcolepsia DQ6 >95 >38
Enfermedad de Chaves DR3 65 27
Miastwia gravis DR3 50 27 2
Enfermedad de Addison DR3 69 27
Artritis reumatoide DR4 81 33
Artritis reumatoidejuvernl DR8 38 7 8
Enfermedad celiaca DQ2 99 28 >250
Esclerosis múltiple DR2,DQ6 86 33 12
Diabetestipo 1 DQ8 81 23 14
Tabla 5: Asociación de algunas enfermedades con el LILA.
a HiLA definido serológicamente.
b Riesgo Relativo (cuantas veces es más frecuente la
con el alelo que en individuos sin éste).
Tomado de Thorsby (101).
enfermedad en individuos
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se optimiza la presentación y se posibilita el inicio de la respuesta Las citoquinas nitiarnatonas
también aumentan los niveles de proteasas de las APCs por lo que se increnrnta el núrrrro y
variedad de péptidos presentados (105).
- Presentación por APCs profesionales (Fig. 9). Cada estirpe celular emplea distintas
baterías de proteasas y, por tanto, generadistintos péptidos en función de los puntos de corte de las
proteasas (106). Incluso cuando se presentan los mismos péptidos, la capacidad estimuladora de
cada APC es distinta en función de los niveles de moléculas coestimuladoras (107). Se ha descrito
que las células T pueden responder a péptidos presentados por células dentríticas que no son
reconocidosal ser presentados por otras estirpes celulares (108).
- Internalización de receptores (Fig. 9). Las inmunoglobulinas (Ig) de membrana, los FoR y
otrosreceptoresseintemilizantraslauniónasuligando(Ag,Ig,etc.)yloarrastranalinteriordela
célula donde ambos son procesados. La APC puede presentar péptidos tanto del ligando como del
receptor y se ha descrito que la internalización de un anticuerpo unido a su Ag en células B o
células con receptores FcR, provoca laaparición de nuevos epítopos unidos al FILA e increnrnta la
expresión de otros hasta dos órdenes de magnitud (109).
- Infecciones virales (Fig. 9). Las infecciones virales pueden provocar procesos
inflamatorios que revelen péptidos cripticos o, si penetran en la céhña a través de tun receptor
especifico, pueden revelar epítopos mediante el mecanismo detallado en el apartado anterior. Así se
han detectado células 17 autorreactivas durante la infección por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIII) (110, 111). Las infecciones virales, además, pueden disminuir la síntesis de
determinadas proteínas e incrementar la de otras (112), incluso hastaniveles que la hagan visible al
sistema inmunologico
Determinados péptidos no son accesibles a las células 17 porque se localizan en tejidos no
linfaticos en los que las células 17 únicamente pueden penetrar una vez que han adquirido fenotipo
de célula efectora o de memoria. Esta activaci’n en la periferia puede deherse a.
- Respuestas contra superantigenos (Fig. 10). La activación por SAgs únicamente depende
de la expresión de un segmento TCRBV. Las células 17 efectoras resultantes de esta activación
policlonal pueden penetrar la berrera endotelial y reconocer el Ag especifico de tejido.
- Exportación del Ag especifico de tejido a los órganos linfaticos (Fig. 10). Los macrólbgos
y células dentrfticas pueden fagocitar partículas en el tejido, migrar a los órganos linfaticos y
presentar alil péptidos derivados de dichas paniculas.
-Activacióndecélulas17condosTCRs(Fi& 10).Lascélulas17condosTCRsdiferentes
pueden activarse en la periferia como respuesta a mi Ag y una vez activadas, migrar a los órganos
no lintiticos y responder a Ags específicos de tejido a través del otro TCR (113).
- Respuesta contra Ags homólogos (114) (Fig. 10). La similitud entre dos especies
moleculares o minrtismo molecular supone cpr puedan producirse reacciones inniunológicas
cruzadas: una célula 17 puede responder inicialmente a un péptido procedente de una infección
vírica o bacteriana y, xma vez activado, inflitrarse en un tejido y reconocer un péptido especifico de
éste (115). La factibilidad de este mecanismo queda evidenciada por el estudio de la respuesta de
clones a distintas baterías de péptidos, que revela la existencia de miles de Ags capaces de activar
un determinado clon de célula T (116). El mimetisxm molecular entre distintos complejos
antigénicos no implica necesariamente una homologia de secuencia, sino que incluso péptidos con
secuencias muy diferentes pueden adoptar configuraciones tridimensionales análogas o poseer una
distribución de carga y unos perfiles de hidrofilia parecidos (117). La importancia de las reacciones
cruzadas debidas al minrtismo molecular en el desarrollo de enfermedades autoinmunes ha sido
recientemente demostrada en un modelo murino de queratitis herpética, en el que únicamente los




especffica de la cornea desarrollan la enfennedad, mientras que si la cepa vírica carece de ella,
pennanecen sanos (118)
El desarrollo de la enfernEdad autoinmune, además del reconocimiento y respuesta contra
Ags propios, supone que se eluden los sistemas de control de la respuesta inmunok5gica Se han
propuesto dos posibles mecanismos que explican la perpetuación de la respuesta inmunológica y
obviansu control: 1) inhibición de los fenómenos apoptóticos. La presencia de citoquinas como IL-
2, IL-4, IL-7, R-13 o JL-l5 en las inflamaciones locales puede inhibir la apoptosis (119). La
apoptosis tambiénpuede inhibirse en ausencia de citoquinas, como han demostrado experimentos
in vftro en los que células 17 cocultivadas con fibroblastos en ausencia de citoquinas se mantienen
quiescentes y no sufren apoptosis, probablemente por la expresión de la proteína bcl-x¡ (120). Se
han detectado células T infiltradas en la cavidad sinovial de enfermos afretados por artritis
reuniatoide que expresan bcl-xj (121), por lo que se ha propuesto que las células 17 quiescentes
infiltradas en las articulaciones pueden mantenerse durante largos periodos y reactivarse
episódicamente de manera que sean responsables de lacronicidad de la artritis reumatoide (122); 2)
extensión de la respuesta a nuevos autoantígenos. Los restos celulares producidos por la respuesta
pueden ser procesados y presentados por las APCs de manera que aparezcan nuevos epítopos
frente a los que se reaccione, perpetuando así la respuesta (123). Las células activadas, presentes en
las zonas afectadas, son más eficientes en la presentación antigénica y también pueden revelar
nuevosAgs. Incluso se ha comprobado que linfocitos 17 humanos activados a través de su 17CR son
capaces de actuar como APCs en respuestas alogénicas (124).
7.- Enfermedad de injerto contra huesped (EICH).
Las leucemias, inmunodeficiencias y otras enfermedades que afectan los sistemas
henmtoh5gico o inmunológico son tratadas con terapias que eliminan todas las células del sistema
mmuno-henmto lógico y sus precursoras de la médula ósea. Una vez finalizada la terapia es
necesario reconstituir estas poblaciones celulares mediante trasplante de médula ósea (TMO).
Algunas de estas patologías no permiten la inibsión de células propias que podrían provocar la
recaila en la enfernrdad y por ello la irconstitución se realiza nrdiante TMO alogénico. La
maduración de los precursores de médula ósea en las distintas estirpes puede observarse muy
temprano; 60 días tras el TMO prácticanunte todas las células detectadas en sangre periférica
proceden del donante (125), aumiue el número total de células es muy bajo y no se alcanzan los
niveles y proporciones habituales de cada especie celular hasta aproxinmdanrnte un alio tras el
TMO. Así, la repoblación de células 17 CDI se completa en unos 2 meses, mientras que la de las
células CD4~ tardaentre 6-12 meses (126).
La mayor complicación que puede presentarse como consecuencia del IMO alogénico es
la enfermedad de injerto contra huésped (EICH), en la que células del sistema inmune lógico
procedentes del donante inician una respuesta frente a las células del receptor. La EICH puede
dividirse en dos entidades dlinicas distintas: la enfermedad aguda y la crónica.
La EICH aguda (aEICH) se manifiesta durante los 60 días posteriores al trasplante y se
caractenza por daños a tejidos epiteliales: en piel se presentan erupciones nuculopapulares y
descamaciones; en el hígado existen daños que se evidencian por los elevados niveles de bilfrrubina
la afectación del tracto intestinal varía entre diarreas a dolores abdominales severos. La aELCH se
presenta en aproximadanrnte el 500/o de los receptores de IMO alogénicos y su mortalidad puede
llegar al 75% de los casos en los grados mayores de la enfermedad. Los estudios histológicos de los
tejidos afectados por aEICH comparados con muestras de controles revelan que los enfermos
presentan una elevada infiltración de células T a&CD45RO~ (127), ausencia de células dentríticas,
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tales como las células de Langerban, ausencia de células asesinas naturales (NK) y elevada
expresión de HLA-DR en queratinocitos (128).
LaEldllcrónica(cEIC»sepresentaapartfrdedosnrsestrasel17MOysussfntomas
son erupciones cutáneas, junto a hiper o hipopigmentación y alopecia que finalmente puede
degenerar en los mismos síntomas que la aEICH. Se presenta ene’ 100/o de los trasplantados y en
un 30% de los supervivientes de larga duración (>150 días). La mortalidad ronda el 100/a y como
factor de riesgo se incluye haber padecido aEJCH por lo que no se sabe si ambas enfermedades son
distintas o simplemente son distintas fases de una misma patología.
Dado que la aEICH aparece en momentos muy tempranos tras el IMO, se considera que
la reacción se debe a células 17 maduras infundidas junto a las precursoras. Por ello, como
tratamiento profiláctico, se eliminan las células 17 del iqjerto previamente al TMO. Se consigue así
la disminución del número de afectados, pero aún así la patología sigue siendo frecuente,
probablemente por la imposibilidad de eliminar completamente las células 17 infiltradas en el iqierto.
También como profilaxis se administran a los trasplantados medicamentos que impiden la
proliferación de las células 17 activadas: ciclosporina A (CsA) u otras cilofoslhmidas, metotrexato
(MTX), etc. que también se emplean como tratamiento una vez ha aparecido la enfermedad,
continados en ocasiones con anticuerpos especificos de citoquinas o sus receptores, para bloquear
las seflales coestimuladoras. Puesto que los medicamentos afectan a las células proliferativas, su
suministro puede interferir con la colonización de la médula ósea lo que, unido a su toxicidad,
impide su utilización aconcentraciones elevadasque pudieran eliminar completamente la aEICH.
Las EICHs pueden considerarse respuestas alogénicas de las células del donante contra el
receptor, ya sea contra alelos del FILA diferentes o contra Ags menores de histocornpatlbilidad.
Dado que las EICH afectan principalmente atejidos epiteliales, se piensa que la respuesta alogénica
está dirigida a complejos antigénicos específicos de células epiteliales del receptor. Basándose en
esta idea se han propuesto varios modelos de patogenia de las EICUs: a) revelación de Ags
específicos de tejido por APCs profesionales. Según este modelo, las APCs dcl receptor captarían
AgsenlostejidosepitelialesylospresentaríanenlosórganoslinI~ticosacélulas17deldonanteque,
como células 17 activadas o con fenotipo de nrnmria, aumentarían su capacidad de infiltración en
tejidos no lin&ticos y podrían migrar a los tejidos epiteliales e iniciar la respuesta (129); b) procesos
inflamatorios. Los regímenes condicionantes y los propios nrdicanrntos profilácticos de la EICH
pueden daflar tejidos, y en consecuencia pueden provocar la secreción de citoquinas inflamatorias
que podrían aumentar la expresión de moléculas de adhesión y facilitar la migración e infiltración en
el tejido de las células T del donante (130); c) diferenciación incorrecta. Como mecanismo
especifico de cEICH se ha propuesto que la CsA puede interferir en los procesos de selección
tinta, permitiendo la selección positiva pero impidiendo la selección negativa con lo que se
producirían células 17 maduras capaces de reconocer Ags presentados por las células del receptor
(131).
Se ha descrito que las posibilidades de recakla en la enfermedad original, sobre todo en
casos de leucemia, son menores en los post-transplantados afectados por EJCH (132). Este efecto,
denominado efecto Injerto Contra Leucemia (ICL) es consecuencia directa de la presencia de
células 17 del donante infundidas con el TMO, como evidencia un estudio en el que se observa
mayor efecto ICL cuanto mayor es el núnrro de linfocitos infundidos (133). Se piensa que el ICL
se produce porque células 17 respondena complejos antigénicos específicos del tumor.
Dada la importancia del efecto ICL en la eliminación de las células malignizadas, se han
realizado estudios que pretenden predecir la presencia y el grado de la EICH (134). Una reacción
EICH de bajo grado puede aportar las ventajas asociadas del ICL sin conllevar excesivos
problemas derivados de la enfermedad. El efecto 1(1 se ha intentado relacionar con los niveles de
12
Introducción
determinadas citoquinas, presentes en sobrenadantes de cultivos de células 1 del donante junto a
células del receptor. Los niveles de IFN-y, TNF-a e IIL-2 pueden utilizarse como parámetros
predictivos de la EICH, al menos en individuos FILA-idénticos (135). El análisis por dilución límite
de los cultivos mixtos también relaciona la presencia de EICH con la frecuencia de precursores de
células T especificas de células del receptor (131). En aquellos casos en los que exflen diferencias
entre el FILA del receptor ydel donante es previsible que la alorrespuesta sea muy intensa, de
forma que en dichos casos los parámetros anteriores pueden no ser útiles como pronóstico de la
enfermedad. La caracterización de las células T implicadas en la EICH podría permitir el diseño de
terapias previas a la infusión de las células del donante en el receptor que minimicen los daños
causados por éstas y puede sugerir modelos terapéuticos aplicables al receptor tras el trasplante que
eliminen la EICH y conserven un prendimiento correcto y el efecto IGL. Existen varios estudios
que analizan el repertorio de TCRs en muestras de pielde afectados por EICH ylo comparan con
el repertorio de 17CRs en PBLs del enfermo y del donante: Liii y cok (136) han analizado el
repertorio de TCRs de los linfocitos infiltrados en muestras de piel de 8 transplantados comparado
con el de PBLs y han observado que los TCRs en piel utilizan preferentemente el segmento
TCRBV2. Kubo ycols. (137) han comparado el repertorio en piel yen PBLs de un enfermo conel
del donante y han hallado un uso preferente de TCRAV2 y TCRBV6. Dietrich y cok (138)
encuentran usos preferentes de TCRAV11 y TCRBV16. Las expansiones especificas encontradas
por cada uno de los grupos no parecen estar relacionadas, probablemente porque las distintas
células 17 reaccionan frente adistintos HLX Losestudios anteriores no consideran los alelos HLA-
DQ ni -DP de los pares receptor/donante cuya participación e importancia en el desarrollo de la
EICH sigue siendo motivo de controversia (139-14 1). Así pues, parece lógico pensar que el
estudio deloslCRsdelascélulasTinflhtradasenlaslesionesepitelialesdeElcHdebeconsiderar
su especificidad HM, la cual puede evidenciar patrones de uso entre los elementos generadores de
diversidad del lCR en fimción de dicha especificidad.
8.- Espondiloartropatias.
Las espondlloartropatías son un grupo de enfermedades reumáticas que comparten
características clínicas, radiológicas y geutticas, taly como se refleja en los criterios de clasificación
del Grupo Europeo de Estudio de las Espondiloartropatías (142) o del grupo de Amor (143).
Incluyen la espondilitis arK¡uilosante, la artritis psoriasica, la artritis asociada a la enfermedad
inflamatoria del intestino, la artritis crónica juvenil pauciarticular, la artritis reactiva y la
espondiloartropatia indiferenciada. Sus características principales son la sinovitis, la sacroileitis y la
ausencia de factor reunntoide (autoanticuerpos contra la región Fc de IgOs propias). Suelen
aparecer aconipafiadas de psoriasis, afectación de la membrana sinovial, dactilitis, oligoartritis, etc.
La localización de las iríflanmejones es asinttrica afectándose mayoritariamente la articulación
sacroihaca y extendiéndose al endotelio articular. Pueden presentarse en asociación con otras
enfermedades como la uveitis o el síndrome de Crohn. Las espondiloartropatias suelen miciarse al
final de la etapa de desarrollo, pueden presentarse tras infecciones bacterianas y se han relacionado
con HLA-B27 (142-145). El patrón de secreción de citoquinas ha sido ampliamente estudiado
midiendo los niveles de citoquinas en Ñuido sinovial, mediante inmunohistoqulmica o
cuantificando la cantidad de mRNA de cada citoquina en células sinoviales. Las articulaciones
afectadas presentan elevados niveles de IL-4, IL-2, TNF-« y TNF-B (146-149). Aproximadamente
el 500/o de las células que infiltran las articulaciones afectadas son linfocitos T, de las que




& 1.- Espondioartropatíasy HLA.
La asociación de las espondiloartropatías con HLA-B27 es próxima al 700/o aunque si
ana]izanx,s independientemente cada enfermedad encontramos una asociación diferencial: 96%
para espondilitis anquilosante, 700/o para espondiloartropatia indiferenciada, hasta 800/o para artritis
reactiva y 25% para artritis psoriasica y espondiloartropatía asociada a la enfermedad inflamatoria
intestinal (142-145). Se han descrito 12 subtipos de HLA-B27 y no todos se asocian con
espondilitis anquilosante (153). También se ha descrito la asociación con HLA-B39 (154, 155),
aunque es menos acusada que la descrita conHLA-B27.
Se han sugerido diversas explicacionespara justificar la marcada asociación con HLA-B27:
1) I-ILA-B27 es marcador de otro gen. Se ha propuesto que HLA-B27 no está
directamente relacionado con las espondilo artropatías, sino que es marcador de otro gen cercano a
él yverdadero responsable de la enfermedad.
2) Péptidos derivados de HLA-B27 son presentados por moléculas del MHC. Se ha
sugerido que un fragmento de HLA-B27 es presentado por otra molécula del MHC, normalmente
una proteína de clase 11(156) u otra molécula de HLA-B27 (157, 158).
3) Las características de HLA-B27 como molécula presentadora de péptidos favorecen la
enfermedad. Esta suposición implica que la enfermedad puede producirse porque:
- existen modificaciones o peculiaridades en HLA-B27 que son reconocidas por células 17
autorreactivas. El estudio de PBLs de afectados por espondiloartropatías ha permitido detectar
células T citotóxicas que responden a células propias tratadas con homocisteina o infectadas por
Salmonella tjqhimurium (159). Teniendo en cuenta que la homocisteina es producida naturalmente
por distintos tipos de bacterias y que determinadas espondiloartropatias se han relacionado con
infecciones bacterianas, se ha propuesto que la asociación de estas enfennedades con HLA-B27
está relacionada con la existencia de una Cys susceptible de unirse con homocisteina en la
subcavidad B de HLA-B27, fimdamental para el ancl~e del péptido. La modificación de dicha Cys
alteraría el sitio de unión del péptido y permitiría la unión de Ags radicalmente distintos de los
normalmente presentados por HLA-B27. La Cys de la subcavidad B es exclusiva de HLA-B27 y
HLA-B39, ambos alelos asociados a las espondiloartropatías. Otra peculiaridad de HLA-B27 que
puede estar relacionada con su asociación a las espondiloartropatlas ha sido descrita por David y
cok, que han comprobado que HLA-B27, pero no otras moléculas de clase 1, puede expresarse en
la membrana de las células disociado de B2m (160). Las espondiloartropatías se producirían porque
los HLA-B27 “libres” podrían mimetizar a moléculas de clase Uy ser reconocidos por células 17
CD4~ (161).
- determinados péptidos presentados por HLA-B27 son reconocidos por células 17
autorreactivas. La estructura del HLA condiciona la secuencia de los péptidos que puede alojar
(47),porloquelaimplicacióndeHLA-B27enlapatogeniapodriadeberseaquepresentaralos
péptidos responsables del inicio y desarrollo de las espondiloartropatías. Estos péptidos tendrían
ArgoGhienP2ydistintosresiduos,enflmcióndelsubtipo,enP9.Sehaobservadoquelos
subtipos asociados a la enfermedad presentan péptidos con Tyr en P9, mientras que los no
relacionados presentan péptidos con residuos FÉsicos (162).
£2.- Elpápddo artritogénico y las células T implicados en su reconocimiento.
Existe una marcada influencia de factores ambientales en la aparición y desarrollo de las
espondiloartropatías, como indica el hecho de que la enfermedad se manifieste durante
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determinadas etapas del desarrollo y en determinadas épocas del año (163). La distribución de la
enfermedad en gemelos hosnocigóticos indica una discordancia parael desarrollo de laenfermedad
que únicamente puede explicarse por la existencia de un desencadenante ambiental en su patogenia
(164). Se considera que todas las espondiloartropatías se desencadenan por factores ambientales,
como evidencian la asociación con infecciones bacterianas de la artritis reactiva y el síndrome de
Reiter (165, 166), pero en muchas otras enfeindades delgrupo, como la espondilitis anquilosante
o la artritis psoriásica, no han podido identificarse los desencadenantes abientales. La asociación
con HLA-B27 y la influencia ambiental flieron integrados por Parham en una propuesta de
patogenia de la enfermedad denominada teoría del péptido artñtogénico que supone que la
enfermedad se desarrolla porque HLA-B27 presenta péptidos derivados de proteínas bacterianas.
Como consecuencia de ello, se inicia una respuesta inmunológica contra los epítopos bactenanos
pero se produce una respuestacruzada con péptidos propios que da lugar a la reacciónauto inmune
(167).
Se ha intentado corroborar la validez de esta teoría estudiando las características de las
células 17 implicadas en respuestas iii vitro contra los posibles desencadenantes de las patologías.
Ast Hermann y cols. cultivaron, en condiciones de dilución limite, PBLs de enfermos con
espondilitis anquilosante junto a células autólogas incubadas con K pnewnoniae inactivada y
encontraron que la frecuencia de clones proliferativos específicos de APC+bacteria es inferior en
enfermos que en controles (168). Los autores sugieren que esta nzixr frecuencia se debe a que, en
los enfermos, la mayoría de células 17 específicas de la bacteria y presumiblemente involucradas en
la respuesta autoinmune están infiltradas en los tejidos inflamados. Esta explicación está de acuerdo
con los resultados obtenidos del estudio de uso de segmentos TCRBV por PBLs de enfennos
afectados simultáneamente por la enfermedad de Crohn y espondilitis anquilosante en los que se
detecta una proporción baja de determinados segmentos 17CRBV (ViO, V17, V19 y V21), menor
cuanto más acusados son los episodios de inflamación articular (169). Ninguno de los dos grupos
amplio su estudio a ¡nuestras de lkiuido sinovial que pudieran corroborar sus hipótesis.
Como aproximación alternativa, determinados grupos han estudiado si las células 17 de los
enfermos responden a péptidos derivados de proteínas propias, expresadas en las articulaciones,
que poseen elevada homología con proteínas bacterianas. Teóricamente, durante la respuesta
contra la bacteria en la periferia puede produeirse una respuesta cruzada contra el péptido propio
derivado de una proteína articular que puede ser la causa de la enfermedad. Miceez y cok han
cultivado PBLs de afectados por espondilitis anquilosante tras incubarlos con proteoglicanos
purificados y han aislado clones CD4t que proliferan específicamente frente a células autólogas
preincubadas con proteoglicanos del300/o de los enfermos (170).
En conjunto, la mayoría de los estudios suponen que las células relevantes en el desarrollo
de la enfermedad están infiltradas en los tejidos afectados, por lo que se han centrado en el
aislamiento, a partir de lkuido sinovial (SF), de clones con diferentes especificidades que, debido a
su localización, pudieran ser relevantes a las espondiloartropatias. El grupo de E. Hermann se ha
centrado en el aislamiento de células 17 específicas de APCs incubadas con bacterias. Tras cultivar
SF de un paciente afectado por el síndrome de Reiter junto a células autólogas incubadas con Y
enterocoliaca inactivada, se obtuvo un clon CDC que proliferaba en respuesta a células propias
estresadas por calentamiento o preincubadas con la proteína de choque térmico humana, hspá5
(171). Dada la elevada homología entre las proteínas de choque térmico de Yersinia y las humanas,
este resultado sugiere que durante la reacción contra la bacteria se produce una reacción cruzada
con algún péptido derivado de la hspóS del enfermo. Además de haber determinado que en SF de
enfermos se encuentran células 17 capaces de responder contra hsp65, se ha determinado la
existencia de células 17 con otras especificidades. Así, a partir de SF de afectados por artritis
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reactiva y mediante cultivo de las células en condiciones de dilución limite en presencia de APCs
alogénicas, se han obtenido clones proliferativos especificos de células autólogas incubadas con Y
enterocolitica inactivada (172). Los ensayos de prolitración frente a células propias preincubadas
con distintas fracciones cromatográficas de la bacteria indican que la mayoría de los clones
responden a la subunidad 13 de la ureasa (173). Utilizando el mismo procedimiento de clonaje se
han aislado células 17 CD8~ citotoxicas que Usan células autólogas preincubadas con Y
enterocolitica inactivada pero sin restricción por HLA (174). También se han generado clones con
estas características mediante dilución límite de cultivos de SF de enfermos con artritis reactiva
Como APCs se afladieron células de ratón transfectadas con HLA-B27 e infectadas con
Yenterocolitica. Los ensayos de bloqueo con AcM indican que la respuesta no es restringida por
HLA de clase 1, pero las células sin moléculas de clase 1 no son lisadas. Los autores sugieren que
puede existir un mecanismo citotóxico dependiente de HLA pero que no mnvolucra el
reconocimiento de éste. Por último, el cultivo junto a células de ratón transfectadas con HLA-B27
más Yenterocoliflca ha permitido aislar células T citotóxicas CDC que en los ensayos de
citotoxicidad Usan células autólogas vía reconocimiento de HLA-B27 (175, 176), lo que indica que
puede existir una implicación directade HLA-H27 como molécula presentadora en la patogenia de
la enfermedad.
Los estudios que hemos descrito parecen confirmar que existen células 17 infiltradas en los
tejidos inflamados implicadas en respuestas contra Ags de origen bacteriano y contra Ags propios
pero, dado que el aislamiento de los clones implica estimulaciones in vitro que pueden provocar la
expansiónde determinadas poblaciones de células 17, no se ha podido determinar la importancia de
cada clon en la respuesta local in vivo.
8.3.- Problemática del cintilo de espondiloartropatiás Posibles soluciones
Las posibilidades de caracterización de las células 1 infiltradas en tejidos inflamados así como el
análisis molecular de los receptores en afectados por espondlloartropatías presentan limitaciones
inherentes a la propia enfermedad: i) El diagnóstico de las espondiloarúopatías no es inmediato y
habitualmente no se obtiene un diagnóstico definitivo hasta semanas después de la llegada del
enfermo a la consulta. Puesto que se desconoce cómo se inicia y se desarrolla la enfermedad, es
esencial controlar el momento de la toma de muestra. Idealmente, las muestras deberían obtenerse
lo antes posible, incluso cuando únicamente se tienen indicios de la enfennedad II) los enfermos
con espondiloartropatías suelen ser tratados con antiinflamatorios no esteroideos (AJNE) que
impiden la migración y proliferación de las células T, lo que puede conducir a errores en la
interpretación de los resultados. Este problema puede obviarse tomando las muestras previamente
al inicio del tratamiento; iii) las espondiloartropatías, al igual que el resto de las enfermedades
autoinmunes, pueden perpetuarse porque la respuesta se extienda a Ags diferentes de los que
iniciaron el transtorno y, si la patología se cronifica, incluso pueden infiltrarse células vírgenes no
implicadas en respuestas locales. Al igual que los dos problemas anteriores, la influencia de este
efecto puede minimizarse si se controla el momento de la toma de muestras; iv) la mayoría de los
afectados por espondiloartropatias sólo presentan inflamación en la articulación sacroiliaca, de la
que sólo pueden obtenerse muestras de líquido o membrana sinovial mediante operación
quirurgica. En la práctica solo es posible obtener muestras locales de aquellos enfermos que
presenten artritis periferica y) se desconoce el Ag responsable del inicio de la enfermedad, lo que
impide el mantenimiento en cultivo de las células 17. Actualmente se han desarrollado protocolos de
infección con Herpesvirus Saimiri (HVS) que permiten mantener las células T en cultivo durante
más de 1 año en medios suplementados con [L-~2sin necesidad de mitógenos o APCs (177, 178).
16
Introducción
Las células transformadas, tanto CDC como CD8~ expresan fenotipo de células 17 activadas
(CD2~CD3~CD45RO~CD2&CD2fl{LA-DR~) y conservan su capacidad proliferativa o citotóxica
vía17CR (179, 180). La cinética de tbsforilación es identica a la de células no infectadas, hidicando
que no existen diferencias en las rutas de sefialización (181). La transformación de células T de
enfermos con espondiloartropatías puede permitir el cultivo de las células durante tiempo
indefinido, separar las poblaciones expandidas, realizar el análisis molecular de sus receptores y
estudiar su reactividad frente a distintas dianas.
9.- Aproximaciones nietodológicas para el estudio de repertorio de TCRS.
Los estudios de repertorio pretenden estimar el uso de 17CRs dentro de una población
celular. La base teórica supone que las células 17 que responden a un Ag proliferan. El aumento de
células 17 especificas del Ag se refleja en el repertorio de 17CRs como una mayor proporción de los
17CRs expresados por dichas células. A otro nivel, una modificación del repertorio puede ofrecer
información indirecta sobre la naturaleza de los Ags que la han producido. Así, una expansión
policlona] indicaría que, probablemente, se ha producido ima respuesta aun SAg, mientras que una
única expansión oligoclonal se producida por una respuesta específica de Ag y varias expansiones
oligoclonales sugerirían respuestas contra varios complejos antigénicos. Los estudios de repertorio
realizados en PBLs de individuos sanos indican que las expansiones oligoclonales aparecen de
forma natural (182), más frecuentemente en personas de edad avanzada (183) y que difieren entre
distintos individuos probablemente como consecuencia de la exposición a diferentes Ags. Son más
frecuentes en la población CD8~ (184), en concreto en la subpoblación CD8~CD45RO~ (185), que
representa células de memoria, yenla subpoblación CD8~CD5f (186).
En flmción de la información que se pretende obtener, los estudios de determinach5n del
repertorio se pueden dividir en dos grupos:
- Estudios de uso de los segmentos 17CRV. Este tipo de estudio valora la contribución al
repertorio de cada subfrnilia TCRV. Habitualnrnte evidencia expansiones o disminuciones muy
acusadas de una subfamilia. Dado que los SAgs son capaces de activar todas las células T con
detenninados segnrntos TCRiBV, los estudios de uso de los segmentos TCRV habitualmente son
capaces de revelar la intervención de SAgs en las modificaciones del repertorio. Los estudios se
realizan mediante citonrtría de flujo o Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) con iniciadores
específicos de cada subknilia TCRV.
- Estudios de uso de regiones N o N+D. Una expansión oligoclonal se puede detectar
como aumento en la proporción de TCRs conuna misma región N oN+D. La sensibilidad de estos
estudios es superior que la de los de valoración de segmentos TCRV y puede detectar expansiones
de una sola célula en ausencia de sesgos en el uso de segmentos TCRV. Se han descrito 2
diferentes procedimientos para la determinación del uso de regiones N y N+D: i) secuenciación
directa Conileva la inserción de los tránscritos de TCR en plásmidos. la transformación de
bacterias con estos vectores, el clonaje de éstas y la secuenciación de los insertos contenidos en las
bacterias. El procedimiento es extreniadanrnte laborioso pues obtener datos estadísticamente
significativos supone la secuenciación de gran cantidad de insertos; u) tipaje espectral Este
procedimiento permite la identificación de las expansiones mediante la cuantificación de los
tránscritos de TUI de una subtmilia con diferentes tamaños de las regiones N+D separados por
electrotresis en geles de alta resolución. Los estudios deben limitarse a tránscritos 17CRB porque
la ausencia de exclusión alélica y el reordenamiento simultaneo de los dos alelos de TCRA se
traducen en la complicación de su patrón de separación en ñinción del tamaño y dificulta la
interpretación de los resultados. Habitualmente se consideraque existe una expansión oligoclonal si
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al menos el 500/o de los tránscritos de una sublbmilia son del mismo tamaño (184). La
oligoclonalidad debe corroborarse mediante secuenciación para descartarse que la información
obtenida por tipaje espectral corresponde a varios trénscritos diferentes pero del mismo tanÉ~o.
Únicamente se secueneian los tránseritos correspondientes a las subfrílias con expansiones por lo
que disminuye enormemente el número de secuencias necesarias para confirmar la expansión. A
diferencia de la secuenciación directa, no permite valorar la extensión de la expansión respecto al
total de tránscritos, sino que únicamente indica si existe expansión respecto al resto de tránscritos
de la misma subtbmilia.
Los estudios de repertorio deben incluir controles adecuados para poder delimitar si las
expansiones o usos preferentes se deben a diferencias de haplotipo FILA entre los individuos
estudiados, a fenómenos de tolerización o a la exposición a un antígeno. El estudio de patologías
locales, corno las espondiloartropatias, presenta como ventaja la posibilidad de comparar las
muestras locales con muestras de sangre periferica de los enfermos. Los resultados de dicha




Nuestra investigación pretende caracterizar los receptores de antígeno expresados por
células 17 que infiltran los tejidos afectados por enfermedades en las que parecen existir
respuestas inmunológicas locales. El estudio se ha desarrollado en dos patologías distintas en
las que se pretende cubrir diferentes objetivos:
A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.
1- Estudio de la especificidad 1-ItA de las células T obtenidas de exudados de biopsias de
lesiones de aEICH. Estimación de la importancia de las diferencias en los locí de clase 1 y II
ante una seleccióndonante/receptor.
2- Valoración de la amplitud de la respuesta inmunológica local en lo concerniente a su
diversidad clonal.
3- Identificación de motivos comunes en los TCRs de las células 17, con especificidad frente al
HLA del receptor con objeto de diseflar un modelo terapéutico para la eliminación selectiva
pre-transpiante de las células portadoras de dichos motivos.
B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs
de enfermos con espondiloartropatias. Relación con la respuesta autoinmune locaL
- Diseño y evaluación de una metodología que, evitando la exposición previa a antígenos que
puedan modificar el repertorio de 17CRs, permita caracterizar expansiones especificas de
células 17 procedentes del liquido sinovial de enfrrmos afectados con espondiloartropatfas.
2- Determinación de la existencia de células 17 expandidas exclusivamente en las articulaciones
afectadas e identificación de motivos comunes en sus secuencias de TCRS. Estimación del
origen y tipo de antígeno responsable de las posibles expansiones.
3- Si se alcanza el objetivo anterior, examen de la capacidad de las células expandidas de
proliferar frente a células propias con objeto de establecer si están realmente implicadas en la





A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.
El procedimiento general empleado para el estudio aparece esquematizado en la figura
11.
A.).- Obtención de clones de células 1’.
Los clones empleados en este estudio se aislaron y caracterizaron conjuntamente con
el grupo del Dr. H. Vié, del Instituto Nacional de la Salud y la Investigación Médica
(INSERM) de Nantes. Los tipajes, tanto de los pacientes como de las lineas linfoblastoides B
(B-LCL) utilizadas, se detallan en la Tabla 6.
A.1.l- PACIENTES.
Paciente HER. Varón de 7 aftos que sufría leucemia linfoblásfica aguda (ALL) en
remisión completa tras radioterapia y quimioterapia, fue transplantado con médula ósea
procedente de su madre. Previamente al transplante y como profilaxis contra la EICH, la
médula ósea se incubó con anticuerpos monoclonales (AcM) anti-CD2 y anti-CD7 y a
continuación los inmunocomplejos se expusieron a complemento de conejo, que lisó las
células 17 unidas a los AcM. Además, se suministraron intravenosamente (iv.) AcMs anti-
CD2 y anti-LFA-1 (0.2 mg¡Kg/d desde el día -2 al día 11 y desde el día -3 al día 10,
respectivamente) para minimizar la interacción de las células 17 del donante con moléculas
coestimuladoras y evitar su migración a tejidos inflamados. A partir del día 19 post-transplante
se detectaron lesiones en la piel El día 22 se realizó una biopsia de piel (biopsia HER-a) y el
día 23 se comenzo un tratamiento con CsA (3mg/Kg/d iv.) y esteroides (2mg/KgId Lv.). A
pesar de ello las lesiones rebrotaron. El día 27 se tomó una segunda biopsia (biopsia HIER-b) y
se modificó el tratamiento contra la EICH inyectando por via u.v. AcM anti-CD2S (Smg/d del
día 29 al día 39 y 2.Smg/d del 40 al 80) y anti-TNTFa (5mg/d del día 29 al día 32). La EICH
desapareció completamente y no se presentó cEICH pero el día 120 el paciente recidivó y
finalmente murió.
Paciente P. Varón de 10 años con mielodisplasia idiopática y pancitopenia severa y
una historia de 7 años de transftisiones (hematíes y plaquetas). Fue tratado con radioterapia y
quimioterapia y posteriormente transplantado con médula ósea de su madre. El tratamiento
profiláctico contra la EICH fue el mismo que para el paciente HER. La aspiración de médula
no mostró células del donante, lo que indicaba que el injerto no había prendido. El paciente
fue sometido a un segundo tratamiento condicionante consistente en busulffin (Smg/Kg
durante 2 días) y ciclofoslimida (200mgIKg durante 4 días) y se le transplantó médula ósea
del padre tras la depleción de células 17. Como al paciente anterior, se le suministraron AcMs
anti-CD2 y anti-LFA-1. El día 31 tras el segundo transplante se observó una erupción en la
piel y diarrea, por lo que se tomó una biopsia de piel en la que se encontró una elevada
infiltración linfocítica en la que más del 80% eran cálulas T CD4~. Por ello se le suministraron
intravenosamente esteroides (2mg/Kg/d) y CsA (3mgIKgId). A pesar de ello las lesiones
persistieron y el paciente murió de EICH intestinal severa 89 días despues del segundo
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Individuo
o línea Sexo liLA-A HLA-B liLA-DR HLA-DQ
liLA-
DPBI
HIER V 9,32 17,27 4,8 4,8 0401,1001
Donante
(HIER)
M 9,32 8,17 3,8 2,4 0601,1001
P V 1,29 44,17 0402,7 2,8 1301,1901
Donante 1
M 1,2 57,62 0402,11 7,8 0301,1301
Donantc2
Y 29,32 44,40 7,14 2,5 0401,1901
BOLETH Y 2 w62.3 0401 8 0401
BM14 Y 3 7 4 8 0401
BSM M 2 w62.3 0401 8 0201
BTB V 2 27 0801 4 0401
DAB - 2,11 18,55 8,11 2,4 0401,0501
DEM - 2 57 16,4 5,8 0301,0401
HOM2 M 3 27 1 5 0401
IBW9 V 33 W65 7 5 0101
JB1O - 26,28 38 0402 7
JIFIA V 31 W51 0407 7 0301
RMIL M 2 51 1602 7 0402
ROU M 2,3 51,44 4,13 6,7 0301,1301
RSH V 68,30 W42 0302 4 0101,0402
177526 - 2 W46 0901 9 1301
TONY Y 1,2 7,8 3,13 2 0101,1901
VAVY M 1 8 0301 2 0101
WT24 y 2 27 1602 2 0301
DM0 V 2,9 21 7,11 -
MTSM M 2,3 12,27 1,11 -
L02 - 2 27 1 -
LOiS - 32 7,27 1 -
Tabla 6: Tipaje lILA de los individuos y de las líneas celulares linfoblastoides (B-LCL)
empleados en ambos estudios. Las celdas con fondo blanco corresponden a los tipajes de las
células empleadas en el estudio sobre aEICH. Las celdas con fondo gris corresponden a las
células utilizadas en el estudio de las espondiloartropatías.
Materiales y métodos
transplante.
A.l.2.- CLONAJE DE CÉLULAS 17 DE LAS BIOPSIAS DE PIEL.
Las muestras de piel se lavaron al menos 5 veces con RPMI completo (RPMI 1640
+10% de suero humano + GIn 2mM + gentamicina SOmg/l) y se cultivaron en una placa de 24
pocillos (Nunclon) en RPMI completo suplementado con IL-2 recombinante (150 u/mt
Hoffman-Roche) a 370C y 5% de COt La proliferación de las células 17 fue detectable a partirde 3 días tras el inicio del cultivo. El día 5, las células se sembraron a una concentración de 0.3
células/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Se añadieron células alimentadoras
(‘feeder”) alogénicas procedentes de una reserva (5’ í04 PBLs/pocillo) y células H del receptor
transformadas con el virus de Epstein-Barr (5d0~ células/pocillo). Estos dos tipos celulares
habían sido previamente irradiados con 300y para evitar su proliferación. El medio se
suplementó con leucoaglutinina-A (lgg/ml. Pharmacia) e IiL-2 (150 u/mt Roche) y todos los
cultivos se mantuvieron a 37~C con 5% de CO
2.
A.í.3.- ANÁLISIS DE LA DIVERSIDAD CLONAL Y CONFIRMACIÓN DE LA
CLONALIDAD.
Se extrajo el DNA genómico de los supuestos clones mediante el método “Salting out”
(187) y se digirió con EcoRI o Hindilí, tras lo cual las muestras se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Tras la electroforesis, se detectaron las bandas especificas mediante
Southern blot (protocolo 1) empleando como sonda PH6O, que contiene el segmento TCRGJ1
y que muestra hibridación cruzada con TCRGJ2 (188), marcada con 32P mediante un sistemade marcaje por iniciación al azar (Random Primed DNA labeling Kit, Boebringer Mannheim).
Protocolo 1. Southern blot (189).
- El DNA separado por electroforesis se transfiere desde el gel a una membrana
Hybond N±(Amersham) o Z-probe-GT (BioRad) mediante un sistema de transferencia por
vacío (Pharmacia) o por transferencia alcalina (transferencia por capilaridad durante un
mínimo de 6h utilizando como tampón NaOH 0.4/vi, el cual se muestra muy eficiente en los
casos en los quefragmentos de no superan los 1000-1500bp).
- La membrana se lasa con 2xSSC (NaCí 0.3M, citrato sódico 0.03M) a temperatura
ambientepara neutralizar el NaOH
- Se incuba durante 45-60 mm en solución de prehibridación (NaCí 0. 9M, Na
2HPO4
50mMpHZ4, EDTA SmM, ficol 0.2%, polivinilpirrolidona 0.2%, albúmina de suero bovino
(BSA) 0.2%, SDS 0J%y DNA de esperma de salmón 40~ug/ml).
- Se elimina la solución de prehibridación y se sustituye por una solución de
hibridación (NaCí 0.9M, Na2HPO4 SOmM pH7.4, EDTA 5mM, Ficol 0.1%, polivinil
pirrolidona 0.1%, BSA 0.1%, SDS 0.1% y DNA de esperma de salmón 4Opg/ml) que contiene
la sotada marcada.
- La hibridación se lleva a cabo durante periodos que superan las 3h. Tanto la
prehibridación como la hibridación se realizan a 65C si se emplea una sonda de más de 25
nucleótidos o a te por debajo de la temperatura de fusión (Tm) si la sonda es un
oligonucleótido. La Tm se calcula con el siguiente algoritmo: Tm=[4(G+C)+2(A+T)fC,
siendo 6, C, A y Tel número de dichas bases en el oligonucleótido.
- Tras la hibridación, las membranas se lavan 3 veces a temperatura ambiente con
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ÓxSSC (NaCí 0.9M, citrato sódico 0.09M) durante períodos de ¡5 mm y una cuarta vez a la
temperatura de hibridación durante 5 mita.
- La detección de las bandas que hibridan específicamente con la sondo se realiza
mediante autorradiografla, usandopelículas X-Omat 5 (Kodak).
El estudio se continuó en aqueilas muestras cuyo patrón de reordenaniiento de 17CRG
correspondía con la presencia de un único clon. Los clones con distintos patrones de
reordenaniiento TCRGJ se consideraron diferentes, se determinó su especificidad y se
caracterizaron sus TCRs.
~4.2.-Estudios de espedfieldadde ¡os dones.
La especificidad de los clones se determmó mediante ensayos de proliferación
(protocolo 2) y citotoxicidad (protocolo 3) frente a un panel de dianas alogénicas. Los clones
se mantuvieron sin estimulación durante al menos 15 chas antes de realizar los ensayos. Para
confirmar la especificidad, se realizaron nuevos ensayos de proliferación y citotoxicidad con
céluias estimuladoras o dianas preincubadas durante 30 mm con anticuerpos monoclonales
específicos de cada uno de los alelos I{LA (Tabla 7).
Protocolo 2. Ensayo de proftferación.
- s¡o~ células T respondedoras se cocultivan, por triplicado> 42h junto a sio~
células estimuladoras irradiadas (30 Gy) en placas de 96 pocillos defondo piano.
- Se añade a cada pocillo ¡pCi de 3H-timidina y se mantiene el cultivo 6h inés en las
mismas condiciones.
- Se recolectan las células, se lavan y se cuantifica la incorporación de 3H-timidina
en un contador de radiactividad fi
- Cada punto se determinapor triplicado.
Protocolo 3. Ensayo de citotoxicidad.
- sio~ células diana se resuspenden en 50,¿4 de 51Cr en forma de cromato sódico (50
mCi/mí, Amersham) y 5%l de ST?
- Se incuba a 3tC durante lh, agitando cada 15 mita para evitar la decantación
celular.
- Se lavan las células exhaustivamente con RPMI para eliminar el 5Cr no
incorporado y se resuspenden en RPMJ+59~oSTF de manera que SOyl contengan un mínimo
de 500-800 cpmy que la concentración sea aproximadamente 40000 células/mL
- Se distribuyen SOyl de células diana marcadas en placas de 96pocillos de fondo en
V (Sterilin) y se añaden distintasproporciones de células efectoras. El volumenfinal en cada
pocillo debe ser 150pl
- Laplaca se centrjfuga suavemente (J2Oxg 5 mita) y se incuba durante 4h a tu
- Tras un pulso de centrjfuga, se recogen 100pl de sobrenadante y se cuentan en un
contador de radiactividad r•
- La liberación máxima de Cr se determina añadiendo lOOpl de HCl 0. IM a SO~ul
de diana marcada y la liberación espontánea añadiendo JOOpl de RPMI+5%STF a SOy¡ de
diana.
- La lisis especjfica se calcula según el siguiente algoritmo:
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Anticuerpo Especificidad ref./casa comercial
Leu-4 Anti~CD3 Becton Dickinson
Leu-3 AntiCD4 Becton Dickinson
Leu-28 Anti’CD8 Becton Dickinson










Tabla 7: Anticuerpos empleados en citometría de flujo o bloqueo de la
proliferación en el estudio de aEICH (celdas con fondo blanco) y en citometría de
flujo o separación de subpoblaciones en el estudio de espondioartropatías (celdas
con fondo gris).
Materiales y métodos
%lisis 1 OOx (X-E)/(M-E)
Donde X son las cpm liberadas al enfrentar las células diana con las efectoras, E la
liberación espontánea y M la liberación máxima. No se consideran los experimentos en los
que la relación E/Mes superior a 0.35.
- Cada punto se determina por triplicado.
A.3.- Determinación del uso de segmentos TCIL
La determinación del uso de TCRS por los clones se realizó siguiendo el procedimiento
descrito por Bragado y cols. (92) y Lauzunca y cols (93) para obtener las secuencias de
TCRA y TCRB de linfocitos T monoclonales. Consiste en la amplificación específica de los
5tránscritos correspondientes a cada una de las cadenas del lCR. Así pues, 2-lO~lO celulas de
cada línea clonal se Usaron con NP-40 al 0.5% en presencia de complejos de
vanadilrribonucleátidos (VRC, Gibco-BRI), que inhibieron la acción de las ribonucleasas, y el
RNA se aisló mediante sucesivas extracciones con fenol/cloroformo (fenol 49.5%, cloroformo
49.5%, alcohol isoamflico 1%), se precipitó en etanol y tras resuspenderlo en 2Opl de FF0 se
cuantificó la cantidad de RNA por espectrofotometría a 26Onnt
Se empleó 1 j.±gdel RNA aislado como molde para cada reacción de síntesis de cDNA
mediante transcripción reversa. Como iniciador se empleó oligo(dT)is, con lo que se obtuvo
cDNA de todos los mRNA presentes en la muestra.
El cDNA se utilizó como molde para llevar a cabo una batería de PCRs (protocolo 4).
Cada PCR emplea como cebadores pares de oligonucleótidos distintos: un oligonucleótido
hibrida en una posición 5~ de todos los segmentos TCRAV o TCRBV de una sub&milia, pero
no con el resto de sub~xnilias. El otro oligonucleátido, común para todas las PCRs, hibrida en
una posición 3 del segmento 17CRAC o de los 17CIRBC (Tablas 8 y 8B). De esta forma se
amplifican fragmentos de DNA que contienen parte de la región V, las regiones N (o N+D) y J
al completo y parte de la región C. Los oligonucleótidos se seleccionaron empleando los
programas “Local” (Molecular Biology Computer Reseach Source) y “Pattern Matching”
versión 4.3 para el sistema operativo MS-DOS (DNA and Protein Sequence Analysis
Programs) así como el paquete informático “Wisconsin Package” versión 8.0 para el sistema
operativo Open VMS (Genetics Computer Group, mc). Los oligonucleátidos presentaban al
menos 4 desapareamientos con los miembros de otras subfamilias y entre todos cubrían más
del 85% de todos los segmentos. No se incluyeron oligonucleátidos para las subfamilias
descritas durante la realización del estudio pues su representación en el repertorio no supera el
10% en el caso de segmentos TCRAV y el 3% en TCRBV (27, 28).
Protocolo 4. PCRs de subfamilias TCRV.
- Se alicuota el cDNA (1/25 del producto de reacción de la síntesis de cDNA) en tubo
eppendorf (0. 6m1).
- A cada alícuota se añade el par de oligonucleótidos cebadores correspondiente
(Tablas 8A y 8B). La concentración de cada oligonucleótido en la mezcla de reacción fue
- La mezcla de reacción (V=50pl) contiene además del cDNA y los cebadores,
tampón JxTAQ (Tris-HCI ¡OmM pH8.8, KCl SOmMy Tritón X-J00 0.1%), MgCb 1.SmM,
dNTPs 200~uA’f cada uno y 1. 25u de Taq DNA polimerasa (Replitherm, Ecogen).
- Previamente a la PCR se añaden unas gotas de aceite mineral sobre la mezcla de
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VA5E GAGOCCCTGAACATrCAOOAG VA5I AACTArFCTCCAGCATACTrA
VA6E AAGATAACTCAAACCCAACCA VA6I ACCAGTOATCAAAGrrATGOT
VA7E CACGTACCAGACATCTGGcYrr VA7?1 CTOGTACCAGCAACATG
VASE ACCCTGAGTGTCCAGGAGOG VASI AT~ATAQACA~~CGT~C
VA9E AGAGTGACTCAGCCCGAGAAG VA9I TATTCTGGGAGTCCTGAACTC
VAIOE CTGCTGOAGCAGAGCCCTCAG VAIOI AGTGT1T1T~CCAGC~~ACAA
VAllE GACCAAGTG-TTrCAGCCTrCC yAití GTGTCCAATGCT~ACAACTTC
VAI2E AAGGTAACTCAAGCGCAGACT VAI2I ACCCOTGATACTAC’ITArrAC
VAl 3E CCTCCAOACCTGAT~C~CCAO VAI3I OACTCTGTGAACAATrFOCAG
VAl4E ACAGTCACTCAGTCTCAACCA VA 141 ACCAGTGAGAOTGA~~A~~AT
VAlSE GATGTOGAGCAGAGTCTTITC VAlSI AGCTCCTCCACCTAC~~ATAC
VA!6E CAGTCAGTGGCTCAGCCGOAA VAI6I GGAAACCCn’ATCTrrnTGG
VA17E CAGCAOGTGAAACAAAOTCCT VA171 ACTGCO1T~GACTACT~~CCA
VAlSE CTGAACGTGGAACAAGGTCCT VAlSi TCCAGCAA~~1T~ATGCC~I?A
VA¡ 9E CAGAACCTGACTGCCCAGGAA VA 191 GTAGGAATAAGTGCC~~ACAC
VA2OE TCCATGGAC~CATATGAAOGA VA2OI AACA~~GCTACAAATGA21TAT
VM!E CAGCAAGTrAAGCAAAA1TCA VM 11 AACAGcATGmGArrArrrC
VA22E ATGTCAOOCAATGACAAGGGA VA221 AACAAAOOflTrGAAOCCACA
CAE CTrGTCACrOGA’nTAGAOTC CAí CAGCTOGTACACOGCAOCIOTC
Tabla SA: Batería de oligonucleátidos empleados para amplificar por PCR los cDNAs que
codifican cadenas a del TCR (93).
Nombre Secuencia Nombre Secuencia
VBlE TCCCCTAGGTCTGGAGACCTCTCT VB11 CAOCCCCTCCAGrrCCTCArr
VB2E ‘rn?CAOGCCACAACTATG’TTrrG VB2I CTCATGCTGATGGCAAC’ITCC
VB3E GATATGGACCATGAAAATATG’rrC VB3I AAAATGAAAOAAAAAOGAGAT
VH4E ACGATCCAOTQTCAAGTCGA VB4I CTQATCOCAACTGCAAATCAO
VB5E CTGATCAAAACGAGAGGACAGCA VBSI CTGOOGGACTCGGCCCT
VB6E TCAGGTGTQATCCAA1T~C
VB7E CAACATATGGGGCACAGGGCAATG VB7I ~~CTCACCTGAATGCCCCAAC
VZ3SE GAGGTGACAGAGATOGOACA VHS! TACmAACAACAACGrFCcG
VB9E OAACAAAATCTGGGCCATGATACT VB9T ArrATAAATGAAACAG’rFCAA
VB1QE GTTCCTATAAAAGCACATAO’rrAT VB101 MTCAGAAAGCAGAAATAATC
Vm lE TCTCAAACCATGGGCCATGACAAA VBI 11 ACAGAGAAGGGAGATCITrCC
VBl2E CTGAGATOTCACCAGACTQAG VB121 ACATCTC}TGTACT~CTGTGCC
VBl3E GCATGACACTGCAGTGTGCCC VB131 TCA’rFACTCAGTrGOTGCTGG
VBI4E ACCCAAGATACCTCATCACAG VBI4I AACAGTOACrI’OIITCTCAGA
VBISE TCTCAGACTAAGGOTCATGATAOA VB151 rrrGATGTCAAAOATATAAAC
VBl6E GACCCAAmcTOGACATGATAAT VBI6I GTOAAAGAGTCTAAACAGCAT
VBl7E GAACAGAATI17GAACCACGATGCC VB171 CAGATAGTAAATGAC’ITTCAG
VBI SE AGCCCAA17GAAAGGACACAGTCAT VB181 CTOGTATCGGCAOCTCCCAGA
VB 1 9E ACCCCCGAAAAAGOACATAC’ITrr VB191 GGTATCAACAOAATCAGAATA
VB2OE GAOGGAACATGAAACCCCAACCTA VB2OT ACCGACAGOCTGCAGGCAOGG
CRE TITTGGOTGTOCGAGATCTC CBI ~~CTGATGGCTCAAACAC
Tabla 8B: Batería de oligonucícótidos empleados para amplificar por PCR los cDNAs que codifican
cadenas ¡3 del TCR (92).
Materiales y métodos
reacciónpara evitar la evaporación.
- Las alícuotas se someten a PCR en un termociclador (PTC-J 00, MJResearch).
- Los programas empleados para las ampft/icaciones son:
- Para cadenas a 30 ciclos en las siguientes condiciones:
1 mm a 95YC (desnaturalización),
1 mm a 420C (hibridación)y
1 mm a 720C (elongación).
El último ciclo se prolonga con 5 mm más a 720C.
- Para cadenas fi se utilizan condiciones similares pero disminuyendo la
temperatura de hibridación a 39” C.
Una vez finalizada la amplificación específica se tomaron alícuotas de 10¡.d y se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa. La detección de las bandas específicas se realizó
mediante Southern blot (protocolo 1) en el que se emplearon como sondas oligonucleátidos
internos de los productos de PCR que hibridan con las regiones TCRAC o TCRJ3C (CM y
CHI, respectivamente) (Tablas SA y 8B). Las temperaturas de hibridación fueron 650C y 470C,
respectivamente. El marcaje de los oligonucleótidos se realizó incubándolos con y-j7P]-dATP
(actividad específica >30O0¡~¿CVmmol (Amersham o ICI”O) en presencia de T4 polinucleótido
quinasa.
Tras la identificación de la sub&milia amplificada, el resto del producto de PCR de
dicha subfamilia se extrajo 2 veces con fenol/cloroformo y una con cloroformo. El DNA
purificado se precipité afiadiendo 1/20 volumen de NaAc 3M pH5.3 y 2 volúmenes de etanol y
se sometió a electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fisión (NuSieve GTG, FMC) al
2%, se cortó el fragmento de gel de agarosa que contenía la banda específica y parte de este
material se utilizó como molde en reampliflciones asimétricas en las que la proporción entre
los cebadores estaba descompensada (protocolo 5) para generar DNA de cadena sencilla y
emplearlo como molde en las reacciones de secuenciación.
Protocolo 5. Amplificación asimétrica.
- Se emplean como cebadores un nuevo grupo de oligonucleótidos, VAnÍ y VBnI
(Tablas 8A y 8B) que hibridan en posiciones más internas que VAnEy VBnE.
- Las condiciones de las PCRs son las mismas que las descritas en el protocolo 4
pero incorporando las siguientes variaciones:
- El volumen de reacción se aumenta a 100pl.
- Como molde se emplean 2-6 ~uIde agarosa fundida conteniendo el DNA
ampljficado en la PCA anterior.
- Las concentraciones de los oligonucleótidos son l0nM de VAnE o VBnE y
1pMde CAlo CM, para generar la cadena - o ¡pUde VAn! o VBnly ¡OnU de o CBE
para generar la cadena -it
- El producto de la reacción se extrae 2 veces con ¡eno1/cloroformo y 1 vez con
cloroformo y se concentra con un microconcentrador microcon-30 (Amicon), que se
centrifuga a lOOOOxg a 4”C durante 15 mm para eliminar el exceso de cebadores y dNTPs.
- El producto de la ampl~cación asimétrica, retenido en el volumen no filtrado, se
recupera invirtiendo el microconcentradory centrifugando a 2000xg durante 3 mm.
- 1/10 del producto recuperado se somete a electroforesis en gel de agarosa para
comprobar el rendimiento de lapur¿ticación.
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El producto purificado de las amplificaciones asimétricas se secuencio mediante el
método de los ddNTPs (198) utilizando el sistema “Sequenase version 2.0” (Arnersham) según
las recomendaciones del ffibricante. Los productos de las reacciones de secuencia se
resolvieron en gel de poliacrilaniida en presencia de urea (urea 42%, Tris-borato 0.09M,
EDTA 2mM, acrilamida 6%, bisacrilaniida 0.13%, APS 0.05% y TEMED 0.03%), que
permite separar fragmentos de DNA con diferencias de tamaño de basta una base. Tras la
electroforesis, el gel se secó a vacío durante 2h a 800C y se expuso a autorradiografia conpeliculas X-Omat S (Kodak).
En aquellos casos en que las secuencias de los tránscritos de lCR no pudieron
deducirse a partir del material obtenido por amplificación asimétrica, el material amplificado
tras la PCR convencional se inserté en el vector pCR-script, se transformó en bacterias y se
secuencio como se describe en los apartados correspondientes a Materiales y Métodos para el
estudio del repertorio de TCRs en espondioartropatías.
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B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs
de enfermos con espondiloartropatías. Relación con la respuesta autoininune locaL
El procedimiento general empleado en el estudio se esquematiza en la figura 12.
Al.- Obtención de linfocitos Ty manipulación de cé¡ula&
B.1.l.- PACIENTES.
Paciente MTSM La paciente, mujer de 56 años acude a consulta afectada por artritis
periférica y sinovitis en ambas rodillas así como con un largo historial de artritis. No se
detectan indkios de infecciones en ningún momento del diagnóstico ni durante las siguientes
consultas. Sus síntomas se ajustan a los criterios de diagnóstico de espondiloartropatías (142,
143) y a los criterios de diagnóstico de espondilitis anquilosante (199, 200). Tras
diagnosticársele dicha enférmedad, es tratada con AJNE. Durante los 3 años siguientes no se
detectan nuevos episodios. Cuando la paciente contaba 60 años, se le presentó un 2~ episodio
inflamatorio (el l~ crónico). Se obtiene entonces una muestra de liquido sinovial de la rodilla
derecha (MTSMSFR1) y una de PBLs (MTSMIPBL 1). 6 meses después, se volvió a extraer
líquido sinovial, en esta ocasión de ambas rodillas (IMTSMSFR2 de la rodilla derecha y
MTSMSFL2 de la izquierda) y de sangre periférica (MTSMPBL2). El tipaje de HLA se
muestra en la tabla 6 (MTSM).
Paciente DMG. El paciente, varón de 22 años cuyo tipaje liLA se muestra en la tabla
6, se presentó en consulta mostrando artritis periférica y sinovitis afectando la rodilla derecha.
Se detectaron además signos de dactilitis y velocidad de sedimentación globular elevada. En
ningún momento se detectaron signos de infección bacteriana ni virica. Dichos síntomas
encajan en los criterios de diagnóstico de espondiloartropatias, tanto según el ESSG (142)
como Amor (143). Finalmente se le diagnostica espondioartropatia indiferenciada.
Previamente a cualquier tratamiento se obtuvieron muestras de líquido sinovial (DMGSF), así
como de sangre periférica (DMGPBL 1). 6 meses después, tras tratamiento con AJNE, se
tomó otra muestra de sangre periférica (DMGPBL2) y 4 meses más tarde se extrajo una
tercera muestra de sangre periférica (DMGPBL3).
B.1.2.-. AISLAMIENTO, CONGELACIÓN Y DESCONGELACIÓN DE MUESTRAS Y
LINEAS CELULARES.
Las muestras de liquido sinovial (SF) y PBLs se diluyeron a la mitad con solución
salina (SS) (NaCí 0.90/o) y se sometieron a centrifugación en gradiente de ficol (Liniphoprep).
La interibse que contenía los linfocitos se recuperó y se lavó 3 veces con SS para eliminar los
restos de ficol.
Las células se congelaron en medio de congelación (900/o suero de ternera fetal (STF)
y 10% de DMSO) a una concentración que osciló entre s•io5 y 5.106 células/ml. La
sus
0pensión se conservó en viales de congelación que se mantuvieron un mínimo de 24h a -
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enfennos afectados por espondioartropatías.
Materiales y métodos
La descongelación se realizó añadiendo SS a la suspensión, diluyéndolabasta 14m1. Se
centrifugó 5 mm a SOOxg. Esta Última operación se repitió 3 veces antes de afiadir el tampón o
medio correspondiente para las subsiguientes manipulaciones.
B.1.3.- CITOMETRIADE FLUJO.
La expresión en superficie celular de los diferentes marcadores se determinó mediante
citometría de flujo en un citómetro EPICS-XL (Coulter). Las células se incubaron 30 mm a
40<2 con el AcM especifico correspondiente acoplado a FITC o PE. Como control de
especificidad se emplearon Igs policlonales de ratón acoplados a los mismos compuestos
fluorescentes. En los casos en que se emplearon AcM no acoplados, tras la incubación con el
W anticuerpo, las células se lavaron2 veces con SS y se incubaron con un 2~ Ac anti-fracción
Fc de las Igs de ratón acoplado a FITC o a PE. En estos casos se consideró negativa la
fluorescencia medida tras la incubación de las células directamente con el Ac anti-fracción Fc
de las Igs de ratón acoplado al compuesto fluorescente. Los anticuerpos empleados se detallan
en la Tabla 7.
B. 1.4.- SEPARACIÓN DE SUBPOBLACIONES.
Tras el aislamiento de las células mononucleares mediante centrifugación en gradiente
de ficol, las muestras obtenidas del enfermo DM0 se separaron en las subpoblaciones CD4~ y
CD84. por incubación (45 mm a 40<2) con Acs específicos de dichos marcadores acoplados abolas magnéticas (Dynabeads CD4 o Dynabeads CD8, Dynal) y selección de las células
adheridas a las bolas por aplicación de un imán al que se unieron las bolas.
En determinados casos el AcM utilizado no estaba acoplado a las bolas magnéticas y
las células se incubaron con el Ac especifico durante 30 mm a 4~C, se lavaron 3 veces con SS
y se incubaron con Ac-anti fracción Fc de Igs murinas acoplado a bolas magnéticas
(Dynabeads Goat anti-mouse IgO, Dynal) otros 30 mm a 40<2, tras lo que las células se
separaron con el imán.
La homogeneidad de cada población celular aislada se comprobó mediante citometría
de flujo.
£2.- Determinación de aso de TEZ» en células T expandidas espec<ficomente en líquido
sinovial.
B.2.l.- TIPAJE ESPECTRAL.
Tras la extracción de RNA de las muestras y la síntesis de cDNA, se realizaron baterías
de PCRS para cadenas TCRB similares a las descritas en el protocolo 4, con las siguientes
variaciones:
- Como molde de la PCR se empleó 1/100 del producto de la síntesis de cDNA
(paritendo de lj±gde RNA).
- El volumen final de la reacción fue de ¡Opl. manteniéndose la concentración de todos
los reactivos excepto la de los oligonucleátidos, que se utilizaron a 0.SjJvL
- La temperatura de hibridación se aumentó a 490<2 para aumentar la especificidad de la
reacción.
- Se realizaron 40 ciclos de amplificación en lugar de 30 para incrementar la cantidad
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de DNA. Una vez finalizada esta amplificación, el material se reamplificó cambiando uno de
los oligonucleótidos por otro más interno, lo que permitió aumentar la especificidad de la
amplificación. La reamplificación (PCR2A) se realizó en condiciones similares a las que
acabamos de describir pero con las siguientes modificaciones:
- Como molde se emplearon O.5 ~ de una dilución 1/200 del producto de la primera
PCR.
- Se sustituyó el oligonucleótido CHE por CHI marcado con y-[32P]-dATP para
facilitar la detección del material amplificado.
- Se realizaron 25 ciclos de amplificación.
Una vez finalizada la ? amplificación, se añadieron S~xl de tampón de parada
(formaniida 95%, EDTA 2OmM, azul de bromofenol 0.05% y xilenecianol 0.05%). La mezcla
o
se desnaturalizó a 95 <2durante 5 mm y se cargó en gel de poliacrilamida en presencia de urea.
La autorradiografla se densitometró (ImageQuant, Molecular Dynamics) y se
cuantificó la intensidad de las bandas obtenidas en la amplificación de cada subthmilia. Se
consideró que contenían una expansión oligoclonal aquellas amplificaciones en las que 1 banda
suponía más del 50% de la amplificación total de la subtbmilia (184) y cuyas bandas
adyacentes no suponían más del 30% de dicha banda (201).
El estudio se continuó en aquellas sublhmilias que presentaban expansiones
oligoclonales en las células del SF pero no en PBLs, descartándose el resto.
B.2.2- OBTENCIÓN DE COLONIAS Y SECUENCIACIÓN.
Se realizaron 2 PCRs a mayor escala que las que se acaban de describir con objeto de
generar material suficiente para ser introducido en vectores de clonaje y empleando CBI no
marcado. El material obtenido se purificó mediante el sistema Wizard PCR-preps (Promega)
para eliminar oligonucleátidos y dNTPs, tras lo que se insertó en un vector de clonaje (pCR o
pHlueScript) mediante incubación en presencia de T4 polinucleótido ligasa. Los productos de
la reacción de ligación se introdujeron mediante choque de calor en bacterias E. colí de la
cepa DH5-a que se sembraron en placas petri con LB-Agar (bacto-triptona lOgr/l, extracto de
levadura Sgr/l, NaCí lOgr/l, agar 15g/l, IPTO OJmM y X-GAL 4Omg/l) con ampicilina
(lOOmg/1). Las colonias obtenidas se chequearon para comprobar si el vector había
incorporado el material amplificado mediante PCR (Protocolo 6) o Southern blot (Protocolo
7).
Protocolo 6 Chequeo de coloniaspor PCR.
- Se replica cada colonia en una placa con LB-Agar+Ampy el resto de la colonia se
resuspende en ¡Op¡ de SS.
- Se añaden ¡Opl de solución de lisis «<Cl SOrnAd, Tris-HCl ¡OmMpH&3, MgCl2
¡ - Sm/sl, NP-40 0.45%, Tween-20 0.45% y proteinasa K 0. O6mg/ml) para lisar la membrana
de las bacterias y se incuba 30 mm a 370C.
- El producto de la lisis se divide en dos tubos y se somete a dos PCR distintas. En
una se emplean como cebadores los oligonucleátidos CBIy T3 (A7TACCCCTCACTAAAG) y
en la otra CBIy T7(AATACGACTCACTATAG). Las condiciones de PCR son iguales que las
descritas en el protocolo 4 para la ampftficación de cadenasfi.
Protocolo 7. Chequeo de colonias porSouthern blot.
- Se hacen dos réplicas de la colonia, una sobre LB-Agar y otra sobre una membrana
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de Nylon (Amersham) colocada sobre otra placa de LB-Agar
- Ambas réplicas se incuban 16-20h a 3tC.
- Las coloniaspresentes en las membranas se lisan durante ¡5 mm en NaOH ~4M
2x ¡ mm en Tris-HCl ¡MpH7.6y 15 mm en Tris-HCl 0.5MpH7.6, NaCí J.SM
- El DNA sefija a la membrana incubándola 2k a 8(/<2?
- Los procesos de prehibridación, hibridación y exposición son iguales a los descritos
en el protocolo 1.
Parte de las colonias que incorporaron inserto se crecieron en l.Sml de LH+Anip
durante unas 20h y se extrajo el DNA plasmídico mediante los sistemas Wizard minipreps
(Promega) o Flexiprep kit (Pharmacia). El DNA se desnaturalizó con NaOH/EDTA (NaOH
2OmM y EDTA 0.2mM) durante lh a 37~C tras lo que se neutralizó con NaAc y se precipitó
con etanol. El DNA desnaturalizado se disolvió en H~O y se secuenció como se ha detallado.
B.3.- Cuantsficación de trúnscritos con una determinada región N+D.
Las colonias obtenidas como se acaba de describir se replicaron y se chequearon por
Southern blot empleando como sonda CHI. Tras determinanar el número de colonias
positivas, las membranas se lavaron en 6xSSC durante 10 mm a 950C para deshibridarlas y se
rehibridaron utilizando como sonda un oligonucleótido cuya secuencia coincidía con la de la
región N+D estudiada (Ví7IRS(AGTAGTATAAGATCC3GGC)) y se determinó la proporción
de colonias que hibridaban con Vl7IRS dentro de las TCRB~. Para aumentar la especificidad,
la hibridación se realizó a laTm del oligonucleótido (560<2).
R.4.- Estudio de la capacidadautorreactiva de las células T que expresan detenninadá
cadenafi.
B.4. 1.- TRANSFORMACIÓN DE LINFOCITOS Y MANTENIMIENTO EN CULTIVO.
Células T de las muestras DMGPBL2 y DMGPHL3 se infectaron con el virus del
herpes de saimiri (HVS) siguiendo el protocolo 8.
Protocolo 8. Infección con HES.
- Las células se siembran a 0.5 tI (/ células/ml en placa de 24 pocillos.
- Se incuban en Imí de medio RPM¡/CG (RPM! 68%, medio CG (Serotec) 22%, STF
¡0%, Gín 2mM, gentamicina SOmg/lyfungizona ¡mg/mí) suplementado con IL-2 (Hoffman-
Roche) 40u/mlyFHA a 10,¿g/mL A este medio se añade ¡ml del sobrenadante obtenido tras
la incubación a 370<2 de células OMK (células renales de macaco) junto a HES hasta la lisis
completa de las células.
- Se mantienen durante 7 días en presencia del virus, tras lo cual se retira el medio y
se añade RPMI/CG+IL-2.
- Tras ¡ mes en este medio, el cultivo está completamente compuesto por células T
CD8~, como demuestran los análisis de las muestras por citometría de flujo, que pueden
considerarse transformadas.




Con objeto de obtener célula B inmortalizadas de DM0 para emplearlas como APCs,
parte de la muestra DMGPHL3 se infrctó con el virus de Eptein-Barr (EBV). El
procedimiento de transformación se detalla en el protocolo 9.
Protocolo 9. Infección con EBV
- Los PBLs se resuspenden a 3-10406 células/ml en 2m1 del sobrenadante obtenido
tras el cultivo durante 1 semana de linfocitos de tití infectados con EBV.
- Se mantiene a 3AC durante 2h y se añade RPMI completo (RPMI 90%, STF ¡0%,
Gín 2mM, gentamicina SOpg/’nl y fungizona ¡mg/mí) hasta dejar las células a una
concentración de 106 células/mL
- Las células se cultivan en estufo durante 7-15 días tras los cuales la transformación
es completa.
- Se retira el medio con EBVy se sustituye por RPMI completofresco.
- Las células transformadas con EBVse mantienen en RPMI completo que se renueva
cada 3-4 días.
B.4.2.- COCULTIVO DE CÉLULAS T TRANSFORMADAS CON LiNEAS H
LINFOBLASTOIDES.
Las lineas T transformadas se cocultivaron en presencia de lineas B linfoblastoides,
pero en ausencia de 11-2 u otros coestimulos (protocolo 10). Así, teóricamente, sólo las
células T que reconocen específicamente un Ag deben proliferar, mientras que el resto
deberían permanecer quiescentes o morir por falta de estímulos.
Protocolo 10. Cocultivo.
- Las células T transformadas se siembran en placas de 24 pocillos a sio~
células/pocillo, concentración celular limitantepara las células E transformadas con HVS?
- A cada pocillo se añaden células B linfoblastoides irradiadas (60 Gy) en una
proporción de 2/1 respecto a las células T.
- Cada pocillo contiene 2m1 de medio RPMI/CG sin IL-2 (para evitar el crecimiento
de las células que no reconozcan un Ag).
- El medio se renueva cada 3-4 días y cada 7 días se añaden 106 células B
linfoblastoides irradiadas.
- El cocultivo se mantiene 30 días, para que las células T no estimuladas queden
minimizadas en el cultivo.
- Se añade IL-2 al medio y se deja de añadir células B para lograr la proftferación de
las células activadas vía TeR.
Tras el ensayo, las células se mantuvieron en cultivo en presencia de 11-2 el tiempo
mínimo necesario para disponer de células suficientes para el análisis por PCR de las mismas.
Se extrajo RNA, se sintetizó cDNA y éste se utilizó como molde para la PCR con el par de
oligonucleótidos CHE y VB17E como se ha detallado (protocolo 4 con las variaciones
descritas en el apanado H.2.). El producto amplificado se diluyó (1/200) y se reamplificó tal y
como se ha descrito en el apanado H.2. utilizando como cebadores los oligonucleótidos <2131 y
VHl7E. El producto de amplificación se resolvió en gel de agarosa al 1.5% y las bandas
específicas se detectaron mediante Southern blot (protocolo 1) usando como sonda CHI
(hibridación a 49~C). Tras exposición en autorradiografla, la membrana se lavó durante 10 mm
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a 95~C en 6xSSC, y se rehibridó con la sonda V17IRS (temperatura de hibridación 560<2).
La expresión relativa de TEV17 en cada cocultivo se calculó empleando el siguiente
algoritmo:
Expresión relativar (IVíIICj/(IVw.2/IC¡r2)
Siendo IV, la intensidad de la banda i medida mediante densitometria tras la hibridación
con la sonda Vl7IRS e ICi la intensidad de la banda i medida por densitometría tras
hibridación con la sonda CHI. IVIL-2 e 1<211-2 intensidad de las banda obtenidas tras cultivo
en presencia de IL-2 tras hibridación con las mismas sondas. La división de cada intensidad IV
entre 1<2 elimina la variación debida a las diferencias de cantidad de material correspondiente a
la amplificación de TCR sometido a electroforesis. La división entre el crecimiento en
presencia de IL-2 relativiza el valor anterior haciéndolo independiente de la actividad de la




A.- Estudio de células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.
A.).- Obtención de clones T, confirmación de la clonalidady análisis de la diversidad
clonaL
Con objeto de obtener células T activadas infiltradas en las muestras locales, las
biopsias de piel se mantuvieron en medio de cultivo enriquecido con 11-2. Puesto que las
células activadas expresan elevados niveles del receptor de alta afinidad de 11-2 (202), a
priori, únicamente éstas proliferarán como respuesta a dicha citoquina, por lo que en principio
se evita la selección antigénica in vitro. En las 3 biopsias de piel estudiadas, las células T
comenzaron a exudar del tejido durante los 3 primeros días de cultivo. Tras 5 días de cultivo
en estas condiciones, estas células T se sembraron en placas de 96 pocillos en condiciones de
dilución limite (0.3 células/pocillo) en presencia de células B del receptor. Las condiciones de
dilución límite impiden que el sobre-crecimiento de alguna célula T pueda desembocar en un
enmascaramiento de la presencia de otras células T. El análisis por dilución limite indicó una
frecuencia de prolifrración de entre el 50 y el 100% de la teórica. Por tanto, el cultivo en las
condiciones de dilución límite empleadas permitió obtener la mejor representación de las
células T que inicialmente crecieron en presencia exclusiva de 11-2. No se obtuvieron células a
partir de biopsias de transplantados en los que no se desarrolló aEICH.
De este modo, se obtuvieron 59 líneas celulares T del paciente HER, 21 derivadas del
cultivo de la biopsia obtenida 22 días tras el trasplante (3 días desde la detección de la lesión
dérmica) y 38 de la biopsia tomada el día 27 tras el transplante (8 días desde la manifrstación
de la enfermedad), así como 24 lineas T de la biopsia del paciente P. Cada una de las lineas
estaba exclusivamente compuesta por células T CD44 o CD84, como se confirmé mediante
citometria de flujo.
Para confirmar la clonalidad de las líneas celulares, éstas se analizaron por Southern
blot con una sonda específica del segmento TCRGJ1 que también reconocía el segmento
TCRGJ2.
El análisis de las líneas obtenidas del enfermo JIER mostró que todas las líneas CDC
aisladas a partir de la primen biopsia presentaban el mismo patrón de reordenamiento del gen
TCRG, por lo que se dedujo que debían corresponder a un solo clon que se denominé HER-1.
Todas las lineas CDI de la primera biopsia de HER fueron reconocidas por un AcM antí-
VB12, por tanto se asumió que también procedían de la expansión de un único clon, HER-3.
La segunda biopsia de HER permitió aislar 38 clones, 26 CDC y 12 CD8~. El análisis de los
reordenamientos TCRG indicó que los clones CDC únicamente presentaban 3
reordenarnientos distintos y por tanto correspondían a 3 clones, HER-27, HER-28 y HER-29,
diferentes de HER-1 (Fig. 13A). Todos los reordenamientos TCRG de los clones CD8~ de la
segunda biopsia Ñeron iguales (Fig. 1 3B), lo que indicaba que correspondían a un único clon,
I
7IER-30, diferente de HER-3.
El análisis de las 24 líneas 1 de la biopsia del paciente P reveló que todas eran <2D4~ y
que presentaban 7 patrones de reordenamiento de TCRCI diferentes, lo que permitió deducir
que derivaban de 7 clones distintos: Pl, P3, P6, P7, PíO, Pl 1 y P14 (Fig. 13<2). Puesto que el






















Figura 13: Reordenamiento del gen TC>L1 en las lineas T obtenidas a partir de las biopsias de
piel de los pacientes afectados por LIGa El DNA se digirió con EcoR! y se híbridó con la sonda
PH6O, específica de TCRGJ. A: lineas CD4-i- obtenidas del paciente HER. B: lineas CD8+
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Resultados
padre, se deterniinó mediante citometría de flujo el fenotipo HLA de los clones. Este análisis
indicó que todos los clones aislados eran HLA-A29~, alelo expresado únicamente por el padre,
por lo que se dedujo que procedían del segundo transplante.
La clonalidad de las lineas, además de apoyarse en los patrones de reordenamiento de
TCRG, fue confirmada por los datos obtenidos por PCR de kmilias TCRAV y TCRBV y su
posterior secuenciación (ver el epígrafe A.3).
A.2.- Análisis de la espec4ficidad de los clones obtenido& Diversidad clonal de la respuesta
A fin de determinar silos clones obtenidos eran específicos de los alelos HLA del
receptor, éstos se enfrentaron con un panel de lineas linfoblastoides en presencia o ausencia de
anticuerpos monoclonales especificos de distintos alelos liLA y se determinó la capacidad
proliferativa de los clones así como, en aquellos casos en los que procedía, su capacidad
citotéxca.
El clon I-IER-l proliferó frente a las lineas BM14 (HLA-A3; -137; -DR4; -DQ8; -
DPO4Ol), DEM (HLA-A2.2; -1362.3; -DR4; -DQ8; -DP0202) y HOM2 (1-ILA-A3; -827; -
DRI; -DQ5; -DPO4OI) y no frente a BSM (HLA-A2.2; -Bw62.3; -DRO4OI; -DQS; -DPO2O1)
(Fig. 14A). Puesto que el único alelo coincidente entre las lineas frente a las que proliferé
HER-1 fué HLA-DPO4Ol, se supuso que RER-1 responde especificamente a dicho alelo. Esta
especificidad se confinnó mediante el bloqueo de la prolifrración frente a HOM2 con AcM
específicos. El clon HER-27 proliferó frente a las líneas HSM y HOLETH (HLA-A2.2; -
Bw62.3; -DRO4O1; -DQ8; -DPO4Ol) pero no en presencia de JIfA (HLA-A31; -13w51; -
DR0407; -DQ7) ni HTB (HLA-A2.2; -B2705; -DROSOl; -DQ4; -DPO4O1) (Fig. 14A). HER-
29 proliferó frente a las mismas lineas, pero no frente a RSH (HiLA-A68.I,30.3; Bw42; -
DR0302; -DQ4; -DPOIOl,0402) ni HTB (Fig. 14A). Puesto que el único alelo no coincidente
entre donante y receptor presente en las lineas linfoblastoides reconocidas y ausente en el resto
era HLA-DQ8 se supuso que tanto RER-27 como HER-29 eran específicos para dicho alelo.
Esta suposición se vio reforzada los la ausencia de proliferación de ambos clones al ser
cultivados junta a la línea HOLETH preincubada con un AcM especifico de HLA-DQ (1Ai3)
(Fig. 1413). HER-28 proliferé al enfrentarlo con HTH y HOLETH, pero no frente a HSM ni
RSH, por lo que únicamente podía ser especifico de I{LA-DPO4Ol, alelo presente en las dos
lineas frente a las que proliferó y expresada por el receptor (Fig. 14A). La especificidad se
confirmó porque su proliferación se bloqueó específicamente con el AcM anti-HILA-DP
(B7.21) pero no con los anti-}ILA-DR ni anti-HLA-DQ (Fig. 1413).
El clon CDC HER-3 prolifrró en presencia de la línea HTH pero no en presencia de
DAB (HLA-A2,1 1; -1318,55; -DR8,l 1; -DQ2,4; -DPO4O1,050l) ni ROU (I-IILA-2,3; -H51,44;
-DR4,13; -DQ6,7; -DPO3OI). Por su parte, HER-30 proliferó en presencia de HTh y de
WT24 (HLA-A2.2; -132705; -DR1602; -DQ2; -DPO3Ol) pero no lo hizo al enfrentarla con
IHW9 (HILA-A33.1; -HwSl; -DR7; -DQ5; -DPO1Ol) ni VAVY (HLA-Al; -Rs; -DRO3O1; -
DQ2; -DPOIOl) (Fig. iSA). Dado que los experimentos de citotoxicidad indicaron que ambos
clones lisaban HTB pero no RML (HLA-132fl, se dedujo que tanto HER-3 como I-IER-30
reconocían especificamente HLA-B27 (Fig. tSR).
Los clones Pl, P3, P6, P7 y PíO proliferaron al cultivarlos en presencia de BOLETH
pero no frente al resto de lineas linfoblastoides chequeadas: RSH, VAVY, TONY (HLA-AI,2;
-87,8; -DR3,13; -DQ2; -DPOlOl,1901), HTB ni IBW9 (Fig. 16A). Estos datos, unidos a la
ausencia de proilferación al enfrentar dichos clones con la línea BOLETH preincubada con el
AcM anti-HLA-DQ 1A3 (Fig. 1613) permitieron deducir que estos clones reconocen
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Figura 14: Determinación de la especificidad de los clones CD4+ derivados de HER a través de
las medidas de proliferación frente a distintas células diana (A) y de bloqueo de la proliferación del
clon al enfrentarlo a la línea indicada a la derecha preincubada con anticuerpos específicos (B).
Las especificidades de los anticuerpos empleados son: 1A3 anti-HILA-DQ, GSP41 anti-HLA-DR y
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Figura 15: Determmación de la especificidad de los clones CDS+ derivados de HER a través de
medidas de proliferación (A) y de ensayos de citotoxicidad (13) frente a distintas células diana. La
relación efector/diana en los ensayos de proliferaciónes 1:1.
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Figura 16: Determinación de la especificidad de los clones derivados de P a través de las medidas
de proliferación frente a distintas células diana (A) y de bloqueo de la proliferación del clon al
enfrentarlo a la línea indicada a la derecha preincubada con anticuerpos específicos (E). Las
especificidades de los anticuerpos empleados son: 1A3 anti-HLA-DQ, GSP4l anti-HLA-DR y 137.21
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específicamente IHLA-DQ8. Pl!, en cambio, proliferó únicamente frente a T75.26 (1-ITLA-A2; -
Bw46; -DRO9OI; -DQ2; -DPl3OI) (Fig. 16A) y la proliferación se bloqueó específicamente
por el AcM anti-HLA-DP (Fig. 1613). Por tanto se dedujo que respondía especificamente
contra HLA-DP1301, exclusivo del receptor. P14 proliléró al cultivarlo en presencia de JBlO
(HLA-A26,28; -1338; -DR0402; -DQ7) pero no en presencia de T75.26 ni DEM (Fig. 16A).
La proliferación de P14 se bloqueó únicamente cuando JBIO se preincubó con el AcM anti-
lILA-DR Estos datos indicaron que la línea reconocía específicamente HLA-DR0402.
Los resultados anteriores permitieron concluir que todos los clones aislados de las
muestras locales del paciente HER así como los obtenidos de P eran específicos de alelos HLA
de los receptores. Los clones aislados de HER se dirigían contra HLA-H27 (HER-3 y HER-
30), HLA-DQ8 (HER-27 y }{ER-29) o HLA-DP0401 (IIER-l y HER-28), cubriendo así
todos los alelos lILA del receptor no expresados por el donante. Por su parte, los clones
obtenidos a partir de la biopsia de P reconocían los alelos HiLA-DQ8 (Pl, P3, P6, P7 y Pb),
HLA-DP1301 (Pl 1) o HILA-DR0402 (P14), mientras que no se obtuvo ningún clon dirigido
contra lILA-Al o 1{LA-B17, también expresados exclusivamente por el receptor.
43.- Diversidad de TCRs empleadospor los clones
Con objeto de confirmar la clonalidad de las lineas T aisladas a partir de las biopsias de
ambos enfermos, así como para comprobar si la respuesta restringida a cada alelo se reflejaba
en la existencia de similaridades estructurales entre los T<2Rs que los reconocen, se procedió a
la caracterización de los TCRS expresados por cada supuesto clon. Así pues, el RNA
procedente de los clones se retrotranscribió a cDNA y se sometió a baterías de PCRs con
objeto de amplificar el material correspondiente a la subfamilia T(RAV y TCRBV expresada
por el receptor correspondiente. Puesto que, en principio, cada PCR de la batería únicamente
debería amplificar los tránscritos con segmentos TCRV de una sublimilia, el análisis por
Southem blot teóricamente debería permitir la identificación de los segmentos TCRV que
emplea cada clon (Fig. 17 y 18). En determinados casos los oligonucleótidos cebadores
pueden hibridar con miembros de otras subfamilias, por lo que puede detectarse más de una
amplificación aún cuando la línea celular T sea clonal. Este problema se solventó secuenciando
todos los materiales amplificados en cada batería de P<2Rs, determinándose la porción 3’ del
segmento TCRAV/TCRBV, la región N/N+D, el segmento TCRAJ/TCRBJ y el extremo 5’ del
segmento TCRA<2/TCRBC de cada cadena analizada.
Con la batería de PCRS realizada a partir del cDNA del clon HER-1 se amplificó
material correspondiente a las sublbmilias TCRAV4 y TCRiBV13 (Fig. 17). A pesar de los
repetidos intentos de rearnplificación y secuenciación del material de TCRAV, no fue posible
determinar la secuencia de dicho tránscrito, aunque si pudo determinarse la secuencia
correspondiente a la banda T<2RBVl3 (Tabla 9).
Las PCRs del material aislado del clon HER-27 mostraron amplificaciones de los
tamaños esperados al emplear los pares de oligonucleótidos para TCRAV4, AVX2 y 13V9
(iFig. 17). La secuenciación del material correspondiente a cada una de las bandas indicó que
únicamente correspondían a TCRAV12 y TCRBV9 (Tabla 9), siendo la banda T<2RAV4 un
producto secundario de la amplificación, probablemente correspondiente ala amplificación de
un microsatélite o intrón de RNA inmaduro, y no correspondía a la secuencia de ningún TCR.
La retrotranscripción del RNA y PCR del cDNA del clon HER-28 produjo tres
amplificaciones: TCRAV16, TCRAV17 y TCRBV7. La secuenciación de TCRAV16
demostró que correspondía a un reordenamiento no productivo del gen TCRA, mientras que
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Figura 17: Southem blot de los productos amplificados tras someter el cDNA de los clones
procedentes delpaciente HTER a las baterías de PCRs para TCPA y TCRB.
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Figura 18: Southern blot de los productos amplificados tras someter el cDNA de los clones

































































































































































































































TCRAVI7 correspondía a un alineamiento productivo (Tabla 9). El material correspondiente
a TCRBV7 se intentó reamplificar y secucnciar repetidas veces, pero no se consiguió material
adecuado para ello. El hecho de que no Ñeran posibles las reamplificaciones, aunque no
permitió una afirmación rotunda, sugirió que el material que no pudo secuenciarse pertenecía
a una de las sublinnilias descritas posteriormente al diseño de los oligonucleótidos.
La amplificación del material procedente del clon HER-29 proporcionó productos
amplificados con los oligonucleótidos para TCRAV2 y AV8 así como para TCRiBV2 (Fig.
17). El material de TCRAV2 correspondía a un reordenamiento productivo, mientras que el
TCRAV8 era improductivo (Tabla 9).
El RNA del clon HER-3 condujo a dos únicas amplificaciones: TCRAV7 y TCRBVI2
(Fig. 17) que tras la secuenciación de sus productos indicaron que cada una correspondía a un
reordenamiento productivo (Tabla 9). El análisis del material obtenido del clon HER-30 indicó
amplificaciones en las sublbmilias TCRAV3, AV5 y TCRAV17 y en la subfamilia TCRBVí
(Fig. 17). La secuenciación del material de TCRAV3 y TCRAV17 reveló que correspondían a
un único reordenamiento productivo perteneciente a la sublhmilia TCRAV32, mientras que la
secuenciación del material TCRBV1 confirmé su pertenencia a dicha sublimilia (Tabla 9). El
hecho de haber amplificado una sub~milia no incluida en el panel de oligonucleátidos indica
que éste cubre mayor porcentaje de segmentos TCRV del inicialmente calculado, aunque la
especificidad de cada oligonucleótido es menos elevada. Dado que el diseño del panel se
realizó previamente a la descripción de todas las subÑmilias TCRV es posible que algunos de
los oigonucleátidos hibriden con zonas de las nuevas subfaniilias coincidentes con las de
subfamilias previamente descritas.
Los RNAs de los clones derivados del paciente P también se analizaron mediante
retrotranscripeión y PCR empleando los paneles de oligonucleótidos descritos como
cebadores. El material correspondiente a Pl produjo una amplificación en TCRAV19 y una
en TCRBV6 (flg. 18). De manera análoga, también se produjeron amplificaciones únicas con
las baterías de PCRs correspondientes a PíO (TCRAV9 y TCRiBV6) y Pl 1 (TCRAV1 y
TCRB3) (Fig. 18). La secuenciación del material correspondiente a las amplificaciones
confirmó la asignación a las subfrnilias determinadas mediante el análisis por Southern blot,
excepto para la amplificación TCRAV 1 de Pl 1, del que no se pudo obtener material válido
para la secuenciacián (Tabla 9>. El análisis del material de P3 indica 3 amplificaciones
(ICRAVí, TCRAV16 y TCRBV7). No fue posible la reamplificación de TCRAV16, mientras
que la secuenciación de la banda TCRAVí indicaba la existencia de dos secuencias dilérentes.
Como alternativa, el material de P3 amplificado se insertó en un vector de clonaje, se
transformó en bacterias y se secuenciaron 15 de las colonias que introdujeron el inserto lo que
reveló que P3 codificaba dos cadenas TCRA con reordenamiento productivo, ambas con
segmentos TCRAVI (Tabla 9). El RNA extraído del clon P7 condujo a la amplificación de las
subúmilias TCRAV3, TCRAV5, TCRAV8 y TCRAV2l junto a la única amplificación de
TCRBVS (Fig. 18). La secuenciación de cada uno de los materiales confirmnó que únicamente
las bandas en TCRAV3 y en TCRBVS correspondían a amplificaciones de reordenannentos
productivos de TCR (Tabla 9), siendo el resto productos secundarios de la reacción de
amplificación no relacionados con genes que codifican el TCR. Los clones P6 y P14 no se
incluyeron en este estudio pues la sisteniática contaminación de éstos con cepas bacterianas no
permitió el aislamiento del material necesario.
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A.4.- Motivos estructurales en los TCRs de los clones aislados aparúr de las biopsias de
piel de afectados por aEICH.
La comparación conjunta de las secuencias de los TUIs de los clones indicó una
elevada heterogeneidad de uso de cada elemento generador de diversidad. Sin embargo, y
dado que se obtuvieron varios clones con la misma especifidad HLA y que existen múltiples
estudios que indican la existencia de motivos comunes entre los TCRs de células T
aloneactivas de igual especificidad (Tabla 4), se consideró interesante la comparación de las
frecuencias de uso de segmentos TCRAV, TCRAJ,TCRBV, TCRBJ y de aminoácidos en
CDR3 en función de la especificidad UlLA para detectar la existencia de elementos
generadores de diversidad comunes entre los TUIs de los clones. La existencia de motivos en
los TCRs de los clones en función de su especificidad UlLA podría extrapolarse a otros
pacientes con las mismas difrrencias de MHIC entre donante y receptor y podría servir como
base para el diseño de aproximaciones terapeuticas que mediante la obtención de Ac
específicos de dichos motivos permita la eliminación selectiva de las células T especificas de
los alelos UlLA discordantes.
El uso de los elementos generadores de diversidad en los TUIs de nuestros clones se
comparó con las frecuencias de uso de dichos elementos descritas en estudios en los que se
secuenciaron al menos 300 colonias que incluían insertos TCR procedentes de los PBLs de al
menos 3 individuos sanos (27-30). Dado que estos estudios indican el uso de los elementos
generadores de diversidad tras los fenómenos de reordenamiento prefrrente, los fenómenos de
selección, etc., se puede asumir que si se detectan diferencias significativas de frecuencias de
uso de estos elementos 3entre los TCRs de nuestros clones y los de los individuos sanos,
deben ser consecuencia de su implicación en la respuesta alogénica local. Excepto en aquellos
casos en los que se indique lo contrario, los motivos destacados a continuación son aquellos
que, tras la comparación, mostraron valores estadísticamente significativos (p<O.OS).
Como ya hemos indicado, se supone que los linfocitos T alorreactivos reconocen
péptidos endógenos asociados a moléculas del MHC (90). Dado que la posición del TCR
sobre el Ag parece ser similar en todos los complejos TCR/Ag cristalografiados (49, 50, 203,
204), parece lógico pensar que las regiones CDR1 y CDR2, que interaccionan
mayoritariamente con el UlLA propio, también lo hagan con el UlLA alogénico y que las
CDR3, que contactan principalmente con el péptido, interaccionen con áreas similares del
complejo alogénico, ya sean otros péptidos o áreas del UlLA alogénico que mimetizan a éste.
Los usos preferentes de TCRAV o TCRBV tendrían que deberse a la interacción con el UlLA,
mientras que los usos comunes en CDR3 y TC1tJ deberían estar provocados por el
reconocimiento de péptidos semejantes, que en parte están determinados por las
características estructurales, en los alrededores de la hendidura, del HIA que los presenta.
Así, la comparación de la frecuencia de aminoácidos en CDR3 de los TCRs de nuestros clones
con los de PBLs de individuos sanos (30) podía aportar información acerca de la hidrofilia
general de CDR3 mientras que la comparación de las CDR3 teniendo en cuenta la posición
según los criterios definidos por Chothia y cois. (Cys-Ala-XI-X2-...-L para CDR3a y Cys-
Ala-Ser-Ser-Xi-L-.. .-L para CDR3p) [93], informaría adicionalmente sobre la distribucion
de los aminoácidos sobre el péptido y las hélices a del FILA y por tanto sobre distribución
espacial de la carga en dicha área
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A.4.l.- USO PREFERENTE Y MOTIVOS ESTRUCTURALES EN LOS TCRS DE LOS
CLONES AISLADOS DEL PACIENTE HER
Los 6 clones aislados a partir de la biopsia obtenida del paciente HER se agrupan en 3
pares en función del UlLA contra el que responden. La comparación global de los TCRs,
independientemente de la especificidad no revela ningún uso preferente de elementos de
diversidad. Por otra parte, dado que únicamente se dispone de dos clones de cada
especificidad, es dificil extraer reglas de uso de segmentosTCR y de aminoácidos en CDR3, e
incluso en aquellos casos en los que se alcanza significación estadística, los datos deben ser
considerados con precaución, pues la simple utilización de una cadena puede llevar a que el
uso de dicho segmento aparezca como estadísticamente significativo.
Los clones }{ER-3 y HER-30, específicos de I{LA-B27, empleaban respectivamente
los segmentos TCRAV7 y TRCAV32, poco frecuentes en PBLs de individuos sanos (2.3% y
0.6%, respectivamente) (27), mientras que el uso de segmentos TCRBV (12 y 1) no se alejó
de lo observado en controles (27), perteneciendo cada uno de los segmentos TCRV pertenece
a un subgrupo de homología distinto (Tabla 1). Tampoco se observó uso preferente de
segmentos TCRAJ o TCRBJ en comparación con los empleados por PBLs de individuos
sanos (27, 28).
Los clones HER-27 y HER-29, HLA-DQ8 especificos, no mostraban ningún uso de
segmentos TCRAV, TCRAJ y TCRiBV estadísticamente significativo y cada segmento TCRV
pertenecía a un grupo de homología distinto (Tabla 1). Podemos destacar que ambos clones
empleaban el segmento TCRBJ2S3 mientras que su uso en PBLs de individuos sanos era del
7.4%. Ningún aminoácido es utilizado en CDR3 en una proporción lo suficientemente elevada
como para alcanzar significación estadística.
Puesto que fue imposible determinar la secuencia de TCRA del clon HER-l y la de
TCRB del clon L{ER-28, ambos HLA*DPO4Ol, no se pudo realizar un análisis de los usos de
los segmentos generadores de diversidad en los TCRS de dichos clones. Incluso considerando
correcta su asignación a las sublimilias mediante las baterías de PCRS, el análisis de frecuencia
de uso de segmentos TCRAV y TCRI3V de los clones HER- 1 y HER-28 no reveló el empleo
estadísticamente significativo de ningún segmento comparado con los obtenidos en estudios de
repertorio en PBLs de individuos sanos.
A.4.2.- USO PREFERENTE Y MOTIVOS ESTRUCTURALES EN LOS TCRS DE LOS
CLONES AISLADOS DEL PACIENTE P.
A diferencia de los clones obtenidos del enfermo HER, la mayoría de los clones del
paciente P son específicos de un único alelo UlLA: 5 clones eran específicos de HLA-DQ8,
mientras que uno, Pl!, era específico de HILA*DPI3OI y otro, P14 de HLA*DR0402. La
búsqueda de motivos estructurales y generadores de diversidad se centré por ello en los clones
HLA-DQ8 específicos.
Los clones Pl, P3, P7 y PU), específicos de HLA-DQS empleaban segmentos TCRAV
pertenecientes a los subgrupos de homología 2 (Pl, P7 y PíO) y 4 (ambas cadenas de P3)
(Tabla 1). No se detectaron sesgos en el uso de segmentos TCRAJ, TCRBV o TCRBJ
respecto a individuos sanos. El análisis de la frecuencia de uso de aminoácidos en CDR3 no
revela incrementos estadísticamente significativos con respecto al las encontradas en PBLs de
individuos sanos. Aún cuando no alcancen significación estadística, cabe destacar que 4 de las




A.4.3.- USO PREFERENTE Y MOTIVOS ESTRUCTURALES EN LOS TCRS DE LOS
CLONES ESPECÍFICOS DE HLA-DQ8.
Dado la escasa información obtenida del análisis por separado de los TCRs de ambos
individuos, se decidió estudiar los TCRS de los clones T con la misma especificidad,
independientemente del enfermo del que se aislaron. Así, se estudiaron conjuntamente I{ER-
27, HER-29, Pl, P3, P7 y PíO. De esta manera hallamos que la frecuencia de uso de
segmentos TCRAV de los grupos de homología 2 y 4 detectada en los clones HLA-DQ8
específicos aislados de P se atenuaba. No destacaba tampoco el uso preferente de segmentos
TCRAJ, TCRBV ni TCRBJ respecto a los datos obtenidos a partir de sangre periférica de
individuos sanos (27, 28, 30). Sin embargo, seguía destacando la utilización de Asn en 4 de las
7 CDR3a, aún cuando no se observó un patrón relacionado con la posición relativa dentro de
esta región. Asimismo, cobró importancia el uso de Thr en 4 de CDR3a, aunque tampoco
llegó a alcanzar significación estadística. Respecto a los aminoácidos de CDRJB, se observa
que 4 de los clones presenta ClIn (el 12.5% de los aminoácidos en la región N+D eran (Un,
mientras que en PBLs de individuos sanos no superaba el 3.7%) y que otro clon la contenía
como primer aminoácido del segmento TCRBJ. Por otra parte, 3 de los 4 clones derivados del
enfermo P también presentaban Asp en su CDR3B. Este uso no es estadísticamente
significativo, pero es destacable que HER-27 y HER-29, cuyas regiones N±Dno contienen
Asp, emplean segmentos TCRBJ que lo incluyen en una posición casi inmediatamente
adyacente.
Así pues, podemos concluir que el análisis de usos de elementos generadores de
diversidad entre los clones con igual especificidad UlLA, incluso cuando procedían de
diferentes enfermos, revela la existencia de varios motivos, aunque no lo suficientemente
marcados para que adquieran significación estadística al compararlos con los usos en
individuos sanos.
Únicamente se ha documentado un estudio en el cual se consiguieron aislar 5 clones
específicos de HILA-DQ8 y determinar la secuencia de sus TCRS (205) (Tabla 10). Estos
clones, aislados a partir de PBLs de 3 individuos sanos tras generar una alorrespuesta ¿ti vitro
emplean mayoritariamente (8O0/o) segmentos TCRBV cuyas CDR1 contienen el motivo Ile-
Ser-Gly-His. Este motivo aparecía también en el 50% de los clones HILA-DQ8 específicos
aislados en nuestro estudio. Por otra parte, el 100% de los clones aislados de PBLs utilizaban
segmentos TCRBJ2S3 o TCRBJ2SS (205). Análogamente, el 50% de los clones HLA-DQS
específicos presentados en nuestra investigación empleaban uno de estos segmentos. Nuestros
clones presentaban además motivos propios no detectados en los clones alorreactivos aislados
de individuos sanos: el 20% de los aminoácidos empleados en las regiones CDR3a de
nuestros clones eran Am, que no se expresaba en los clones aislados de sujetos sanos
descritos, lo que indica que existían peculiaridades propias de los TCRs de nuestros clones. El
uso de ClIn (12.5%) y Asp (9.4%) en CDR3I3 de nuestros clones era superior al de los clones
específicos de HIJA-DQS descritos en el estudio con PBLs de controles en los que el uso de
estos aminoácidos era, respectivamente, 3.3% y 0%, pero las di&rencias no alcanzaron
significación estadística. Las diferencias entre ambos grupos de clones parecían indicar que
existían características propias de los TCRs de los clones aislados de las lesiones de EICH que
principalmente se localizaban en CDR3. Dado que no podían existir diferencias en lo que




































































únicamente la interacción con el HLA, sino también con los péptidos presentados,
determinados por éste, y dado que los análisis cristalográficos de los complejos
TCR/péptido/HLA indican que CDR3a y CDR3p se sitúan mayoritariamente sobre el péptido,




B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y PBLs de
enfermos con espondiloartropstías. Relación con la respuesta autojumne locaL
El estudio de las espondiloartropatias pretendía, en primer lugar, definir una
aproximación experimental que permitiera obtener inlbrmación sobre las células T
específicamente infiltradas en los tejidos afectados sin necesidad de exponerlas a los supuestos
Ags responsables de la patología que, para la mayoría de las enfermedades del grupo, aún no
han podido serdefinidos.
Dado el carácter local de estas enfermedades, que se circunscriben únicamente a las
articulaciones, se hizo la suposición razonable de que las expansiones oligoclonales que se
detectaran únicamente en las muestras extraídas de las articulaciones afectadas debían reflejar
una proliferación de las células T implicadas en una respuesta inmunológica local,
probablemente relacionada con la enfermedad.
Por tanto, una vez determinadas dichas expansiones, se intentó comprobar si las
células que portaban dichos TCRs tenían capacidad de respuesta contra células propias y, por
tanto, podían estar implicadas en una respuesta autoininune. Para ello y dada la imposibilidad
de clonaje de las células T en ausencia de su antígeno, las células T se inmortalizaron tras lo
cual se comprobó su capacidad proliferativa al ser cultivadas junto a células propias.
R. 1.- Tipaje espectral de las muestras recolectadas de la paciente MTSM.
Los primeros estadios del estudio suponían el análisis por tipaje espectral de las
muestras derivadas de un enfermo crónico. El estudio en este tipo de enfermo presentaba la
clara ventaja de que si, como habíamos supuesto, existían expansiones específicas de los
tejidos aléctados presumiblemente relacionadas con la respuesta local, la proliferación de las
células T tras el inicio de la enfermedad seria mayor en un individuo con la enfermedad
cronificada y, por tanto, la oligoclonalidad de las células implicadas debería ser más acusada y,
consecuentemente, sería más 5cilmente detectable. Incluso la ausencia de expansiones
oligoclonales podía aportar información sobre la implicación de las células T en la patología:
se podría deducir que la presencia de las células T se debía a una infiltración provocada por la
presencia dc citoquinas inflamatorias, pero sin existir una proliferación específica en el tejido
inflamado, o que sí existía una proliferación en la articulación provocada por un SAg y que
por tanto era de carácter policlonal.
Hasta el momento, varios grupos de investigación han logrado aislar clones de células
T con distintas especificidades a partir de muestras locales de atéctados por
espondiloartropatías, indicando la posible participación de gran variedad de péptidos
homólogos de proteínas propias (170, 171, 173). No parece muy plausible la existencia de tal
variedad de péptidos artritogénicos en el inicio de la enfermedad. Dado que estos estudios no
han tenido en cuenta el matiz temporal en la toma de muestras, podría considerarse que la alta
de homogeneidad de resultados puede deberse a que las muestras en cada estudio se han
tomado en distintas fases de la enfermedad. Para comprobar esta suposición, el estudio que
realizamos en el enfermo crónico se realizó tomando dos muestras en un intervalo de 6 meses
para comprobar si las expansiones variaban con el tiempo o se mantenían constantes. Si existía
una variación en el tiempo de las expansiones oligoclonales, indicaría que células T que
iniciahnente no estaban implicadas en una respuesta local habían comenzado a participar en
ésta. Esto informaría sobre la existencia fenómenos de perpetuación de la respuesta
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relacionada con la extensión de ésta contra nuevos Ags y confirmaría la necesidad de realizar
los estudios sobre muestras obtenidas durante los primeros estadios de la entérmedad, de
forma que se minimizaran los ténómenos de perpetuación. Si, por el contrario, las expansiones
se mantuvieron constantes respecto a! tiempo, el estudio podría realizarse sobre cualquier
paciente independientemente del momento de desarrollo de la patología e indicarían que la
existencia de células con gran multitud de especificidades en las articulaciones afectadas debe
achacarse a otros motivos. Independientemente de cual de ambos resultados se obtuviera,
éstos podían servirnos como sistema de referencia en estudios del mismo tipo realizados sobre
¡nuestras aisladas de individuos que sufrieran los primeros episodios de la patología.
MTSM era unaenferma crónica con un largo historial de episodios artríticos que, en el
momento de la toma de muestras, presentaba inflamación articular. El análisis por tipaje
espectral de las distintas muestras aisladas de la paciente MTSM indicó que, en la primera
extracción de liquido sinovial (MTSM(1)SFR), existía un elevado número de expansiones
oligoclonales, según la definición de Gregersen y cols., que supone la existencia de
expansiones oligoclonales cuando un único tamaño supone el 50% o más de todos los tamaños
detectados mediante PCHs especificas para cada subfamilia TCRBV (184) y los tamaños
adyacentes no suponen conjuntamente más del 30% del tamaño mayoritario (201). La
determinación de la intensidad de cada tamaño mediante densitoinetría permitió detectar
expansiones en las subfamilias TCRBV1, V2, V6, Vil, V12, Vb, V16, V17 y V18. Dichas
expansiones no eran evidentes en la muestra de sangre periférica obtenida simultáneamente,
MTSM(í)PBL (Fig. 19), como se confirmó por densitometría. Sin embargo, la expansión en
la sublbmilia TCRBV6 se detectó en la segunda extracción de sangre periférica,
MTSM(2)PBL, junto a una expansión en la sublbmilia TCRBVl4 que no aparecía en
MTSM(í)SFR (Fig. 19). A pesar de realizar varios intentos de amplificación de las sub&milias
V19 y V20, no se logró material de las sublbmilias V19 y V20 en la muestra MTSM(í)SFR.
La comparación de las expansiones oligoclonales de la 2 extracción de SE de la misma
articulación, MTSM(2)SFR, reveló que algunas de las expansiones obsevadas en
MTSM(í)SFR, TCRBVI, V2, VII y ViS, no se detectaban. Por contra se detectaron nuevas
expansiones en las subtbmilias TCRBV3, V4, V7, ViO y V14 (Fig. 20), conservándose
respecto a MTSM(í)SFR las expansiones en las subfamilias TCRBV6,V9 y V16 (Fig. 20). La
muestra aislada de la otra rodilia, MTSM(2)SFL, reveló expansiones en la mayoría de las
subfamilias, incluyendo todas las que se observaban en la muestra MTSM(2)SFR más
TCRBVI 1 y V17, también detectadas en MTSM(1)SFR, así como expansiones no detectadas
en ninguna de las muestras anteriores en las subílimílias TCRiBV9 y VIO (Fig. 19y 20).
Todas las expansiones detectadas en la rodilla izquierda de NYFSM se observaron o
bien en la primera muestra de Ja rodilla derecha, MTSM(í)SFR, o bien en la segunda,
MTSM(2)SFR Dado que se ha comprobado que la respuesta contra un Ag puede ser
responsable de la aparición de expansiones oligoclonales, como ha demostrado por el estudio
de las células que responden in vivo a infecciones gripales (206) o por el estudio por tipaje
espectral de los PBLs de un control antes y despues de una vacunación (207), se supuso que
cada expansiones iguales en ambas articulaciones podían corresponder a la respuesta contra un
mismo Ag o a varios Ags homólogos presentes en ambas localizaciones. Así pues, las
expansiones en MTSM(2)SFL parecían indicar que en dicha articulación se respondía a Ags
que estaban presentes en MTSM(í)SFR así como a otros localizados en MTSM(2)SFR.
Podemos concluir que la existencia de expansiones oligoclonales especificas de SF
indica que existió una respuesta contra complejos antigénicos localizados en las articulaciones
afectadas. El elevado número de expansiones en todas las muestras, así como la variación en el
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Figura 19: Tipaje espectral de la primera muestra de SF extraída de MTSM comparado con los
tipajes espectrales de dos extracciones de PBLs. La detección de determinadas subfamilias
necesité incrementar el tiempo de exposición de las autorradiograflas o, incluso sustituir los
oligonucleótidos TCRBVnE por otros más internos, detallados en la Tabla 8B. Dichas
























Figura 2O~ Tipaje espectral de las muestras de SF extraidas de MTSM obtenidas 6 meses
después que la primera comparado con el de la muestzft de PBLs obtenida simultáneamente. La
detección de determinadas sublbmilias necesitó mcrementar el tiempo de exposición de las
autorradiografias o, incluso sustituir los oligonucícótidos TCRBVnE por otros más internos,
detallados en la Tabla BB. Dichas exposiciones se presentan compuestas en cada una de las
autorradiograflas.
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tiempo de éstas, confirma las suposiciones hechas de fonna general sobre la perpetuación de la
respuesta mediante la extensión a nuevos Ags de las respuestas autoinmunes.
A la vista de los resultados anteriores, no era de extrañar que en los estudios en los ue
no se consideró el momento de toma de las muestras se pudieran aislar clones con las más
variadas especificidades a partir de SE de enfermos (170, 171, 173). Por tanto se hizo evidente
la necesidad de realizar los estudios en individuos en las primeras fases de la enfermedad, en
las que los fenómenos de expansión a nuevos antígenos fueran mínimos Esto debería permitir
identificar las expansiones correspondientes a las células T que hubieran proliferado durante
las primeras fases de la enfermedad y que, probablemente, eran las responsables del desarrollo
de ésta. El estudio de Ja enfermedad en sus primeros estadios eliminaría, además, la variable
debida al tratamiento con AINE, cuya interacción con las células 1 no ha sido evaluada en
términos de modificación del repertorio de TCRs.
B.2.- Tipaje espectral de las muestras recolectadas delpaciente DMG.
DM0 era un paciente que se presentaba por primera vez en consulta con síntomas que
hacían sospechar que sufría una espondiloartropatía. Durante el episodio inflamatorio se
tomaron muestras de PBLs y SF del enfermo y muestras de PBLs durante los meses siguientes
al citado episodio. Los sucesivos reconocimientos y análisis confirmaron la primera impresión
y condujeron al diagnóstico de espondiloartropatía no ditérenciada.
En este punto del estudio se decidió estudiar separadamente las subpoblaciones CDC
y CDC, como aproximación que permitiera determinar la importancia de cada una de ellas en
el desarrollo de la enfermedad. Por otra parte, era previsible que el estudio diferencial de
ambas subpoblaciones simplificaría el patrón de expansiones, lo que facilitaría la
interpretación de los resultados.
B.2. 1.- SEPARACIÓN DE SUBPOBLACIONES DE LAS MUESTRAS PROCEDENTES
DEL PACIENTE DM0.
Los enfermos aféctados por espondioartropatías presentan un porcentaje elevado de
células T CDC infiltradas en las articulaciones en comparación con los hallados en afectados
por otras enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide (143, 151). Esto ha sugerido
que las células 1 que presentan dicho fenotipo están relacionadas con el desarrollo de las
patologías. A pesar de ello, estudios realizados en modelos animales indican que las
responsables de la enfermedad pueden ser células T CDC (161, 208). Por otra parte, la
obtención de clones de células T mediante el cultivo de PBLs o SF de enfermos junto a APCs
incubadas con diférentes bacterias o péptidos han conducido al aislamiento de células 1
pertenecientes a ambas subpoblaciones (168, 170-176).
Por tanto, dada la necesidad de definir separadamente la posible implicación de ambas
subpoblaciones en los primeros estadios de la enfermedad, previamente a cualquier
manipulación, se separaron las muestras obtenidas del paciente DM0 en función de su
expresión de los Ags CD4 y CDS mediante el empleo de bolas magnéticas acopladas a Ac
especificos. La contaminación de una subpoblación por células de la otra no superó en ningún
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Figura 21: Ristogramas de citometría de flujo de las subpoblaciones obtenidas tras separación
mediante bolas magnéticas de las muestras aisladas de DMG. A: subpoblación CD4+. B:
subpoblación CD8+.
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B.2.2.- ANÁLISIS POR TIIPAJE ESPECTRAL DE LAS SUBPOBLAC1ONES CDC DEL
PACIENTE DM0.
Como acabamos de indicar, actualmente existe controversia sobre la participación de
las células T CD4+ en la patogenia de las espondioartropatías. Dado que, teóricamente, la
participación en la respuesta local responsable de la patología debería reflejarse como una
proliferación de éstas, el análisis por tipaje espectral comparativo de las muestras CD4~ de SF
versus PBLs podría t~cilitar información relativa a su posible participación en los eventos
relacionados con el fenómeno inflamatorio loca]. El densitometrado de las distintas bandas
obtenidas tras el tipaje espectral reveló expansiones en DMG(l)PBL~CD4~ (TCRBV1 y Ví 1),
y en DM0(2)PBLCD4~ (TCRBV6 y VI 1), pero no en DMG(II)SF1DD4~ (Fig. 22).
Podría especularse que las expansiones en DMG(í)PBLCD4~ se deben a una
respuesta en la periferia contra el péptido artritogénico y que, más adelante, las células
activadas se infiltrarán en las articulaciones y se expandirán en ellas. Esta interpretación no
parece correcta, puesto que los síntomas que presentaba el enférmo indicaban que en ese
momento se estaba produciendo una respuesta autoinmune local y que, por tanto, las células
responsables de ésta estaban infiltradas en el tejido daflado. Por tanto, la explicación más
plausible a la ausencia de expansiones en la subpob]ación CDC sería que no estaban
directamente implicadas en el inicio de la enfermedad, aunque no podemos descartar una
participación en los subsiguientes fenómenos de perpetuación de la respuesta. Por otra parte,
el hecho de que la segunda extracción de PBLs indicara la aparición de una nueva expansión
oligoclonal (TCRBV6) y la desaparición de una existente en la primera extracción (TCRBVl)
sugería la variabilidad del repertorio respecto al tiempo y, aunque no podía relacionarse
directamente con la enfermedad por aparecer en PBLs, sí apoyaba los resultados obtenidos
anteriormente del enfermo crónico MTSM.
B.2.3.- ANÁLISIS POR TIPAJE ESPECTRAL DE LAS SUBPOBLACIONES CD8~ DEL
PACIENTE DM0.
El tipaje espectral comparativo de las muestras CD8~ de SF y PBLs podría aportar
información sobre la participación de esta subpoblación en los eventos iniciales de la respuesta
y en el posterior desarrollo de la espondiloartropatia. El análisis mostró expansiones en
DMG(í)PBLCD8~ (TCRBV2, V4, VIO, Ví 1, V14 y V19), en DMG(I)SF.CD8~ (TCRBV2,
V4, Vil, V12, ViS, Vi?, V19 y V20) y en DMO(2)PBL~CD8~ (TCRBV2, V6, y?, V9, Vb,
VIl y V19) (Hg. 23). Se detectaron expansiones exclusivas de PBLs (VIO,V1l y V14 en
DM0(í)PBL.CD8~ y V6, V7, V9 y VlO en DMG(2)PLtD8~) que, como ya hemos
explicado, podrían considerarse consecuencia de una respuesta inmunológica no relacionada
con la enfermedad. Hay que destacar que varias de las expansiones detectadas en
DMG(l)PHL~CD8~ aparecían también en DMG(2)PBL~CD8~, lo que sugirió que existía una
cierta conservación del repertorio en periferia, aún cuando las diferencias entre éstas indicaban
la variabilidad del repertorio en el enfermo. También se encontraron expansiones simultáneas
en SF y PBLs como V2, V4 y Ví 1 y V19. Incluso suponiendo que cada expansión en ambas
localizaciones correspondía a la proilferación de un Único clon, no fue posible ditbrenciar si era
consecuencia de una proliferación en periferia y una infiltración de las células activadas en el
tejido, fhcilitadapor la presencia de citoquinas inflamatorias o si, tras la respuesta en la
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Figura 22: Tipaje espectral de las subpoblaciones CD4+ procedentes de las muestras aisladas
de DMG. Determinadas subfamilias necesitaron incrementar su tiempo de exposición. Dichas










Figura 23: Tipaje espectral de las subpoblaciones CD8+ procedentes de las muestras aisladas de
DM0. Determinadas subfamilias necesitaron incrementar su tiempo de exposición. Dichas
exposiciones se presentan compuestas en cada una de las autorradiografias.
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periferia, las células infiltradas participaron en la respuesta contra Ags relacionados con la
enfermedad. Ambos fenómenos eran, en principio, indistinguibles. El hecho de que ninguna de
las expansiones detectadas en DMG(1)SFCD8~ y no en DMG(l)PBLCD8~ apareciera en
DMG(2)PBLCD8~ parecía implicar que, al menos durante los primeros meses de la
enfermedad y probablemente por influencia de la medicación, las células T específicamente
expandidas en el SF no eran mayoritarias en la circulación periférica, sino que prácticamente
se cirscunscribían al tejido inflamado. Nuestro estudio se centró en las expansiones exclusivas
de SF: V12, V15, V17 y V20 (Fig. 24), que deben aparecer como consecuencia de la
respuesta desarrollada en la articulación afectada contra Ags localizados exclusivamente en
ella.
+La existencia de expansiones exclusivamente en SF en la subpoblación CDS pero no
en la CD4~ sugirió una participación directa de las células T CDC en la patogenia de la
espondiloartropatía desarrollada por DM0, mientras queno parece existir una participación de
las células T CD4~ en los primeros estadios de la enfermedad.
R.t. AnáILvLv de las secuencias de cadena,fi expandidas en DMG(I)SFCDSI
Para confirmar la oligoclonalidad de las subfrnilias con bandas expandidas en la
muestra DM0(1)SFCD8~, el material de las PCRs correspondientes a cada subfamilia con
expansión oligoclonal se ligó en vectores que se introdujeron en bacterias mediante choque
térmico. Se secuenciaron entre 10 y 12 colonias de cada subI~milia, que se estimaron
suficientes para confirmar los datos de oligoclonalidad obtenidos a través del análisis por tipaje
espectral. De esta manera, obtuvimos 12 secuencias TCRBV12~, de las cuales 7, el 58.3%,
presentaban un Único tamaño de CDR3 y por tanto correspondían a una única banda en el
tipaje espectral Este tamaño mayoritario correspondía realmente a 5 secuencias distintas, pero
ninguna secuencia individual suponía el 50% o más de las secuencias totales (Tabla 11), por lo
que la oligoclonalidad detectada no puede considerarse reaL Del mismo modo, la
secuenciación de 10 colonias TCRBV154 mostró que 8 de ellas (80%) correspondían a un
único tamaño de CDR3 aunque, análogamente a TCRBV 12, ninguna de las 4 secuencias
individuales de este tamaño daba cuenta del 50% o más de las secuencias obtenidas (Tabla
12), al igual que los 5 tránscritos del mismo tamaño dentro de los 10 TCRBV20~ secuenciados
(50%) (Tabla 13). Sin embargo, de las 11 colonias con insertos TCRBVí7~ secuenciadas, 10
tenían el mismo tamaño (91%), correspondiendo 7 (64%) a una única secuencia (Tabla 14).
Hay que señalar que los porcentajes de tránscritos de cada tamaño obtenidos por
secuenciación se alejaban en mayor o menor medida de los obtenidos mediante tipaje espectral
porque, obviamente, el número de secuencias necesario para que los resultados theran
similares habría supuesto la secuenciación de un número de tránscritos muy superior para cada
sublámilia.
De este análisis cabe destacar que las sublimilias TCRBV12, ViS y V17 pertenecían al
subgrupo de homología 4, definido por Chothia y col (12), mientras que TCRBV2O pertenecía
al subgrupo 5. Dado que esta clasificación se basa en la homología de los aminoácidos en las
CDRI y CDR2, que interaccionan mayoritariamente con residuos del liLA, pero también con
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Figura 24: Análisis densitométrico de las amplificaciones de DMG CDS+ indicadas, obtenidas
por tipaje espectral, y contribución de cada banda a la radiactividad total de su amlificación. El
análisis densitométrico se realizó sobre exposiciones que no saturaban el grano de la película o
directamente en Phosporimager. Las aparentes incongruencia respecto a la intensidad de
determinadas bandas respecto a su cuantificación se deben al sistema de densitometrado, que
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TCRBJ n % de tránscritos de de cada
JP CDR3 tamaño
-
EQFFG J2SI 1 8.3 7
YEQYFG J2S7 1 8.3 7
SYEQYFG J257 1 8.3 7
66.7
YEQYFG J257 2 16.7 7
YEQYFG J2S7 2 16.7 7
NQPQHFG JISS 1 8.3 7
-
YEQYFG J2S7 1 8.3 8 8.3
-
YEQYFO J257 1 8.3 9
25.0











Tabla 11: Secuencias de la CDR3(3 de tránscritos TCRBV12+ de la muestra DMG(1)SFCD8+. El
tamaño de la CDR3 semidió contando el número de aminoácidos entre las secuencias











CATS DRAQ QPQHFG J155 1 10 7
20CAT GEG SNQPQHIFG J155 1 10
CATS GGEGGHG AFFG JiSí 2 20 8
80CATS DNRGDTED FF0 JLSI 2 20 8
CAT IDTTT NQPQHFG J155 2 20 8
CATS DSGP NQPQHFG J1S5 2 20 8
Tabla 12: Secuencias de la CDR3~ de tránscritos TCRiBVlS+ de la muestra DMG(l)SFtD8+. El
tamaño de la CDR3 se midió comando el número de aminoácidos entre las secuencias CAXX y XFG.
n indica el número de veces que se obtuvo la secuencia.
CDRJ
N-4-D








CAWS KDXTXX HFO JiSí 1 10 6 10
CAWS WQGFGVQ EAFFG JlSS 1 10 7
50
CAWS PWGN FFG JiSí 1 10 7
CAWS TRTGXX LHFG J156 1 10 7
CAWS TGTG SPLHIFG J257 1 10 7
CAWS VRGTDT QYFG J257 1 10 7
CAWS DQTGD YEQYFG J257 1 10 8
30CAWS TGTG SYEQYFO J257 1 10 8
CAWS VGVG SYEQYFG J257 1 10 8
CA SSIRIRSXNEX FFG J154 1 10 9 10
Tabla 13: Secuencias de la CDR3~ de trúnscritos TCRiBV2O-f- de la muestra DMG(1)SF~CD8+. El
tamaño de la CDR3 se midió contando el número de aminoácidos entre las secuencias CAXX y XFG.
n indica el número de veces que se obtuvo la secuencia.
CDR3







CASS TGG TEAFFG JíSí 1 9.1 6
20







CASS IRSG NEQFFG 63.6 7
80CASS ~SS YEQYFG J2S7 1 9.1 7
CASS VRS SYE YFG J257 1 9.1 7
Tabla 14: Secuencias de la CDR3I3 de tránscritos TCRBV17+ de la muestra DMG(1)SFtD8+. El
tamaño de la CDR3 se midió contando el número de aminoácidos entre las secuencias CAXX y XFG.
n indica el número de veces que se obtuvo la secuencia.
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B.3.1.- ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS TR NSCRiITOS PERTENECWNTES
A LAS SUBFAMILIAS TCRBV12, TCRBV15 Y TCRBV2O DE DMG(1)SF•CD8~.
A de que las expansiones en los trénscritos TCRBVl2~, TCRBVl5~ y
TCRBV2O no correspondían a la proliferación de un único clon, debemos recordar que no
existían bandas mayoritarias en PBLs, lo que indica que los TCRs del tamaño mayoritario se
encontraban en periferia en una proporción baja y que estaban aumentados específicamente en
la articulación lo que sugería su participación en una respuesta local. Aún cuando se han
realizado estudios de repertorio que indican el sesgo de determinados tamaños de CDR3,
tanto en TCRA como en TCRiB de individuos sanos (29), no parece sencillo deducir una
relación directa entre éstos y el posible reconocimiento antigénico aunque podemos considerar
que los CDR3 del mismo tamaño deben adquirir una orientación espacial similar y, que deben
interaccionar con posiciones análogas de los Ags. Puede pensarse que, si aminoácidos
similares ocupan las mismas posiciones, deben interaccionar con residuos homólogos del
complejo antigénico. Así pues, se analizaron los resultados de frecuencia de uso de segmentos
TCRBJ y de aminoácidos de las regiones CDR3B en función de la posición en dicha región, y
que lógicamente se relaciona con la posición sobre el complejo antigénico de estos residuos.
Complementariamente se estudió la frecuencia de uso de aminoácidos en CDR3~
independientemente de la posición que puede informar sobre el perfil hidrofihico general de la
reglón Estos usos se compararon con los encontrados en PBLs de individuos sanos (29, 30).
Excepto si se indica lo contrario, los motivos que se destacan en los siguientes apartados
demostraron ser estadísticamente significativos respecto a los controles (pc0.05).
6 de las 8 cadenas fi de los tránsoritos TCRBV12 del tamaño mayoritario (75%)
empleaban el segmento TCRBJ2S7, frente al 17.6% de cadenas 13 TCRVB12~ que emplean
dicho segmento en PBLs de controles (30). La comparación con el uso total de aminoácidos
en las regiones N+D con las de PBLs TCRBV12~ de controles sanos reveló una frecuencia
elevada de uso de Ser (34.5%) y de Ile o Leu (17.2%) comparada con la obtenida en
controles, 10.5% y 3.5%, respectivamente. Se detectó, además, una frecuencia elevada de
determinados aminoácidos en cada posición de la CDR3p frente a la documentada en PBLs de
controles. Así, la presencia de residuos polares en posición 3 (71.4%), Gly en posición 4
(71.4%) y Tyr en posición 5 (85.7%), destacaba sobre las proporeiones en PBLs de sujetos
sanos: 22.3%, 26.8% y 3.2% respectivamente.
La secuenciación de 10 colonias TCRiBV15~ indicó que la banda cuya intensidad
suponía más del 50% del total de las bandas obtenidas en el tipaje espectral correspondía a 4
cadenas 13 distintas (Tabla 12). Todas utilizaban segmentos TCRBJ del agrupamiento Ji, al
igual que el resto de cadenas secuenciadas. Esta proporción se aleja de los datos
documentados de uso de segmentos TCRBJ por PBLs de controles (38.9%). Respecto a la
frecuencia total de aminoácidos en la región N+D, se hizo patente que se empleaba Mp
(20.8%), mientras que el uso de estos aminoácidos en PBLs de controles era del 6% (30).EI
estudio de los residuos de la CDR3B en función de su posición reveló el uso preferente de Asp
en posición 1 (75% frente al 9.8% de uso de residuos ácidos en PBLs de controles), y residuos
polares en posición 2 (75% comparado con 27.3% en controles).
Al igual que en los casos anteriores, la secuenciación de 10 colonias TCRBV20~ indicó
que la supuesta expansión oligoclonal en dicha subfamilia se debía a la existencia de 5 cadenas
diferentes con el mismo tamaño de CDR3 (Tabla 13). Incluso aunque no fue posible
solucionar algunas indeterminaciones y compresiones en las secuencias, la información
obtenida permite deducir que la frecuencia de uso de Thr es significativo respecto a su uso por
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PBLs de individuos sanos: 28% frente a 4.4%, no habiendose detectado ningún otro motivo
estructural relavante.
Así pues, podemos concluir que, incluso en aquellos casos en los que las expansiones
oligoclonales no correspondían realmente a la proliferación de un único clon, se podían
detectar usos preferentes en TCRBJ así como en la frecuencia de aminoácidos en
CDR3I3 dentro de los tránscritos de la misma subibinilia. Dado que la posición relativa en el
giro CDR3 sobre el complejo antigénico es similar en todos los complejos TCR/Ag
cristalografiados (49, 50, 203, 204), se puede asumir que las homologías entre los TCRB
mayoritarios de cada subtbn,ilia evidencian homologías entre los Ags presentes en SF
reconocidos por estos TCRS.
B.3.2.- ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS TRANSCRITOS PERThNECIiENTES
A LA SUHFAMILIA TCRBVI7 DE DMG(l)SFCD8~.
A diferencia de las subfamilias anteriores, las secuencias obtenidas a partir de
tránscritos TCRBV17~ indicaron que? de los insertos secuenciados correspondían a una única
secuencia que suponía por sí misma más del 60% de las cadenas TCRiBV17~ secuenciadas
(Tabla 14).
El análisis de las cadenas de tamaño mayoritario reveló que todas empleaban
segmentos TCRBJ del agrupamiento 2 y que todas incluían el motivo (31u-Gln en su extrenr
5¡• La frecuencia de uso de Ser (25.6%), Ile+Leu (20.5%) y Mg (30.0%) en la región N+D
era muy superior a la descrita en PBLs TCRBVIí de individuos sanos: 8.1%, 5.8% y 8.3%,
respectivamente. Todos los trénscritos del tamaño mayoritario presentaban residuos
hidrofóbicos en posición 1 (100% frente al 34.1% en controles), básicos en posición 2 (900/o
frente al 12.5%), polares en posición 3 (90% frente al 22.3%), G~ en posición 4 (70% frente
al 26.8%) y Tyr en posición 5 (30% frente al 3.2%). La CDR3 del tránscrito mayoritario, que
en los subsiguientes estudios se denominé Tránserito Expandido V17 (TEV17), incluía la
secuencia aminoácido apolar-Arg-Ser. Este motivo se encontró en otros tránseritos con el
mismo tamaño de CDR3 dentro de la misma subfamilia, apareciendo en el 90% de los
tránscritos del tamaño predominante.
B.3.3.- COMPARACIÓN DE LAS SECUENCIAS DE LAS SUPUESTAS EXPANSIONES
OLIGOCLONALES: MOTIVOS COMUNES ENTRE DISTINTAS SUBFAMILIAS.
Dada la existencia de motivos estructurales comunes dentro de los TCRs de tamaño
predominante en cada subfamilia, pareció lógico evaluar la existencia de motivos comunes
entre los TCRs de las distintas sub6milias. Dichos análisis podrían evidenciar homología entre
los Ags reconocidos por las células T que expresan tránscritos mayoritarios con independencia
de la subibinilia a la que pertenecen. Este ánalisis reveló un uso elevado de segmentos
TCRiBJ2Sl y TCRBJ2S7 (25.8% y 32.3% frente a 19.2% y 17.0% en controles). Por otra
parte, 23 de los 31 tránscritos mayoritarios (74%) tenían el mismo tamaño de CDRJJ3, tamaño
minoritario (6%) entre los encontrados en PBLs de individuos sanos. Este dato, de dificil
comprensión por sí solo, se mostró aún más relevante al introducir en el análisis los datos
comparativos de uso de aminoácidos en función de su posición. Así, se detectaron
aminoácidos básicos en posición 2 (36.6% frente a 12.5% en controles), aminoácidos polares
en posición 3 (62.1% frente a 22.3%), Gly en posición 4 (60% frente a 26.8%) y Tyr en
posición 5 (32.1% frente a 3.2%).
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Sorprendentemente, estos usos coincidían con los encontrados en el tránscrito
expandido TCRBV17. Dada la enorme influencia del tránscrito TEVI7, representado 7 veces
en los cálculos de frecuencias de uso de aminoácidos, que podía sesgar los resultados de las
comparaciones, procedimos también a calcular las frecuencias pero excluyendo el citado
tránscrito. Incluso excluyendo de las comparaciones el tréncrito TEVI7, se encontró que el
66% de los tránscritos tenían el mismo tamaño y que las frecuencias de uso de aminoácidos
polares en posición 3 (50% frente a 22.3% en controles), Gly en posición 4 (39.3% frente a
26.8%) y Tyr en posición 5 (42.9% frente a 3.2%) eran elevadas.
Estos resultados indican que los requerimientos espaciales de la interacción de los
TCRS correspondientes a los tránscritos mayoritarios con los residuos de los péptidos y/o las
hélices a de los HLAs que los albergan presentan similaridades y sugieren un perfil hidropático
semejante entre los péptidos reconocidos por dichos TCRs.
R.4.- Estudio de los niveles de expresión del tránscrito TEVI 7. Espec~f¡ddad de las células
TEVI it
Dado que el análisis de las frecuencias de uso de aminoácidos en las CDR3B de los
tránscritos de tamaño mayoritario indicó que en gran parte de ellos aparecían residuos básicos
en 2, polares en 3 y Gly en 4 y puesto que TEVI7, además de ser el tránserito más veces
hallado entre los tránscritos secuenciados, contenía los motivos anteriores, nos propusimos
confirmar si realmente representaba una proporción elevada exclusivamente entre los
tránscritos de SF y, tras ello, determinar si las células que lo expresan tienen capacidad
autorreactiva y, por ello, puede pensarse si están implicadas en la respuesta autoinmune
responsable de la enfermedad.
B.4.l.- CUANTIFICACIÓN DEL TRANSCRITO MAYORITARIO EN LA SUBFAMIiLIA
TCRBV 17. COMPARACIÓN ENTRE LA MUESTRA LOCAL Y LOS PBLS.
Como primer paso, nos propusimos confirmar la oligoclonalidad del tránscrito
mayoritario en TCRBV17 empleando un procedimiento que permitiera el rápido análisis de un
gran número de tránscritos en un tiempo limitado y que, por tanto, pudiera confirmar que los
resultados obtenidos mediante secuenciación no eran producto del azar. Para ello diseñamos
un oligonucleótido que hibridaba con la cadena complementaria a TEV17. Tras comprobar en
repetidos experimentos que la senda era específica para TEV17 y que inclino podía
distinguirlo de tránscritos que se diferenciaban únicamente en 2 bases, el RNA extraído de
DMG(1)PBL~CD8~, DMG(1)SFCD8~ y DMG(2)PBLCD8~ se sometió a RT-PCR que
amplificó los tránscritos TCRBV 171 El material amplificado se insertó en vectores con los
que se transformaron bacterias. Sc obtuvieron al menos 200 colonias de cada una de las
muestras y se hibridaron con sondas especfficas para TCRBC y para TEVl7 (un ejemplo se
muestra en la Fig. 25A). La cuantificación de colonias indicó que TEV17 únicamente aparecía
expandido en la muestra local DMG(1)SFCD8~ (53.7%), mientras que suponía un bajo
porcentaje de las células TCR-VB1V de PHLs, que prácticamente no variaba a través del
tiempo: 13.7% en DMG(1)PBLrCD8~ y 13.4% en DMG(2)PBLCD8~ (Fig. 25B). Los
cálculos estadísticos indicaron que la diferencia entre el porcentaje de colonias positivas en SP
respecto a PBLs es significativa (p<0.05) y confirmaron que la expresión del tránserito ThV17
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Figura 25: A: Muestreo significativo de la hibridación con las sondas CbI y Vl7IRS de las colonias
obtenidas tras introducir en vectores y transformar los productos de PCR de la subfamilia TCRBV17.
Control A: colonia sin inserto; controles B y C: colonia con inserto TCRBV17+TEVL7-; controles D y
E: colonias con inserto TCRBV17+TEVl7+. B: Porcentai¶r colonias TEV17+ respecto a las colomas





B.4.2.- ESTIMACIÓN DE LA CAPACIDAD DE RESPUESTA CONTRA AGS DE LAS
CÉLULAS T TEV 17t.
La aproximación al estudio de las células T en las espondiloartropatias ha consistido en
el aislamiento de clones de células T específicos de presumibles Ags responsables de la
enfermedad a partir de distintas muestras de enfermos y, en casos muy limitados, se ha
determinado la secuencia de sus TCRs. Esta aproximación conileva, como primer paso en el
procedimiento de cultivo y donación, la estimulación in vitro de las células con el supuesto Ag
y, por ello, modifica la proporción de las células que lo reconocen y hace inviable la
delimitación de la importancia de los clones aislados en la respuesta in vivo. Otra
aproximación, no empleada hasta el momento para espondiloartropatías pero muy común en
otros estudios de células 1 presentes en afectados por enfermedades autoinmunes, ha
consistido en estudios de repertorio o tipaje espectral que han determinado la elevada
frecuencia de algunos tránscritos o el uso preferente de ciertos motivos en los TCRs de las
células T presentes en PBLs o muestras locales de los enfermos pero sin determinar la
especificidad de las células cuyos TCRs contienen dichos sesgos. A la vista de ello, parecía
evidente la necesidad de diseñar una aproximación que pudiera aportar información conjunta
sobre el repertorio en el enfermo previamente a las estimulaciones y sobre la especificidad de
las células que expresan los TCRs más frecuentes y que, por esta elevada frecuencia,
probablemente sean los principales responsables de la respuesta in vivo.
Así pues, tras determinar que el tránscrito ThV1 7 estaba expandido en la muestra local
y que, por tanto, era previsible que estuviera implicado en la respuesta autoinmune, disefiamos
una aproximación experimental que nos permitiera evaluar la capacidad de respuesta de las
células TEV 1 7~ contra células autólogas.
Dado que los intentos de clonaje de células TEVI7t fUeron infructuosos, basta el
punto que se consumieron completamente las células aisladas de SF, ello en gran parte debido
a las limitaciones derivadas del desconocimiento del posible Ag reconocido por éstas, optamos
por una aproximación alternativa basada en la transformación de PBLs de DMG con RVS,
que permite el mantenimiento en cultivo de las células T sin necesidad de exponerlas a su Ag
pero conservando su capacidad de reconocimiento antigénico y de activación vía TCIt
Una vez lograda dicha transformación, debía diseflarse un procedimiento que
pennitiera la detección de la capacidad de respuesta de las células TEV17k. Puesto que se ha
observado experimentalmente que las células T transformadas con HVS necesitan
determinadas condiciones de densidad celular (Regueiro, J.R. y cois., comunicación personal)
que dificultan su clonaje, el diseño experimental debía tener en cuenta este hecho. Las medidas
convencionales de proliferación celular o de lisis de dianas empleadas para medir la capacidad
de una célula contra un Aig no permiten detectar qué célula es responsable del efecto medido
en lineas no clonales, Por este motivo se optó por diseñar una aproximación alternativa que
permitiera la estimación de la capacidad de respuesta contra los Ags de las células T ThVl7t
dentro de una muestra con otras células T y cuya sensibilidad permitiera la detección del
fenómeno medido, incluso cuando las células estudiadas fueran minoritarias dentro de la línea
estuchada.
Así pues, el primer paso para la determinación de la capacidad de respuesta de las
células T ThV17 consistía en la obtención de lineas T inmortalizadas con HVS que
permitieran el mantenimiento en cultivo de las células.
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B.4.2.J.- Obtención y caracterización fenotípica de líneas Ttransformadas con HI4S.
Se transformaron con HTVS alícuotas de las muestras DMG(2)PBL y DMG(3)PBL. No
se empleó DMG(í)SF porque los infructuosos intentos de clonaje de las células TEV 17’
consumieron completamente dicha muestra. Dado que las células que nos interesa estudiar son
CD8~, en el momento de la transformación añadimos PHA, que fuvorece la infección por HVS
de dichas células. A priori, el hecho de emplear células 1 transformadas a partir de PBLs no
debería suponer ninguna diferencia respecto a hacerlo con células T de SF, dado que el
protocolo de transformación implica la activación inespecífica de todas las células de la
muestra y, por tanto, el estado inicial de la célula 1 es irrelevante. Las lineas transformadas se
analizaron mediante citometría de flujo para determinar sus características fenotipicas. Además
de determinar la expresión de CD3, CD4 y CD8, para continuar la homogeneidad de la
población, se determiné la expresión de CD2S, cadena de alta afinidad del receptor de IL-2
cuya expresión es fundamental para el mantenimiento en cultivo de la línea que es dependiente
de IL-2. Por otra parte se cuantificó el porcentaje de células 1 TCRBVlr transformadas,
entre las cuales debían encontrarse las células TEV 17 cuyo estudio pretendemos como
representativo de las células con motivos similares a ella. El fenotipo de ambas líneas
transformadas indicó que estaban formadas exclusivamente por células CD3~CD8’. El
desplazamiento del histograma de CD2S respecto al control apuntó que todas las células
expresaban CD25, lo que indicaba que todas se habían transformado y que habían adquirido
características fenotípicas de células T activadas. Se distinguieron dos poblaciones dentro de
cada muestra en función de su diferente expresión de CD2S: 95% con expresión moderada y
5% con elevada expresión de CD25. Este hecho carecía de explicación sencilla y únicamente
podría estar relacionado con el número de copias del virus que había infectado cada célula
Por último, ambas muestras contenían una población TCR-VI317~ de aproximadamente el
0.5% de las células T totales (Fig. 26). El pequeflo porcentaje de células 1 TCRBV17~
transformadas podría explicarse porque únicamente 1 de cada 10000 células 1 son
transformadas por el virus. Dado que la infección se realizó sobre aproximadamente 106
células, la línea obtenida debería estar formada por, aproxiniadamente 100 células distintas.
Dado que existen 30 sublhmuias TCRBV, el porcentaje de células de cada sub&milia
transformada no tenía por qué coincidir con la proporción que presentaban inicialmente en la
muestra. Aún cuando no se determinó la proporción de células 1 TCR1BV17~ en las muestras
sin transformar, si suponemos que ésta era similar a la que se detecta en individuos sanos
(1.1%), la proporción de células 1 TCRBV17~ obtenida no se alejó excesivamente de lo
esperado.
B 422- Cuantificación de tránscritos TEVJ 7 tras el coczdtivo de células T transfonnadas
con líneas B linfoblastoides.
Una vez obtenidas las líneas celulares T inmportalizadas con IIVS, aprovechamos el
hecho de que el crecimiento de estas células es dependiente de la presencia de It-2 (177).
Basándonos en este hecho, supusimos que al suprimir la IL-2 de los cultivos se detendría la
proliferación de las células transformadas. En esta situación únicamente serían capaces de
proliferar aquellas células T que reconocieran su Aig especifico a través del TCR, ya que la
capacidad de respuesta a través de ese receptor permanece inalterada (177). Las células T
transformadas con HVS se cultivaron junto a diferentes lineas linfoblastoides B (H-LCL).





































mantener el estimulo durante un periodo moderadamente largo que permitiera detectar el
aumento de células 1 TEVl7’. Sorprendentemente, el motivo TCRBVl7-IRSXX-TC1U2
presentado por lEV17 también se ha detectado en los ICRs de células 1 especificas del
complejo péptido M58-66 de la proteína de matriz del virus A de la gripe/IILA-A2 (209). Por
ello se consideró que, a priori, podría existir una relación entre los Ags reconocidos por las
células TEVí7~ de DMG y las especificas de MSS-66IHLA-. Así pues, como controles para la
determinación de la capacidad autorreactiva de las células ThV17~ se escogieron la línea LG2
(liLA-AS) y LUíS, que comparte todos los alelos liLA con LG2 excepto HLA-A2 y que
podría indicar si la presentación se producía através de dicha molécula del MHC..
Tal y como hemos comentado, los ensayos convencionales de proliferación o de lisis
de dianas no iban a permitir la detección de los efectos causados exclusivamente por las
células TEVl7~, y por ello se decidió emplear como medida de la capacidad de respuesta la
cuantificación de la proporción de tránscritos lEV17 respecto al cultivo en presencia de IL-2,
por lo que, una vez finalizado el periodo de cultivo con la línea linfoblastoide, se extrajo RNA
y se sometió a PCR específica para miembros de la subfaniilia ICRBV17. Tras ello se realizó
Southern blot empleando como sonda V17IiRS y posteriormente CBI para corregir el número
de tránscritos TCRVBl7 de cada muestra (Fig. 27). Los datos obtenidos demostraron que
tanto en los cocultivos de DMG(2)PBL’HVS como DMG(3)PBLI{VS (no mostrado) existían
mayor número de tránscritos TEV17 en las lineas cultivadas junto a DMG(3)PBL~EBV
(células B autólogas transformadas con el virus de Epstein-Barr) (Fig. 27). Los análisis de
viabilidad celular (no mostrados) no detectaron crecimiento celular de los cocultivos con LG2
y LUíS, mientras que tanto DMG(2)PBLHVS como DMU(3)PBLHVS evidenciaron una
marcada proliferación celular al cultivarlas en presencia de DMG(3)PBLEBV, equivalente a
la detectada en las mismas células suplementadas con liL-2. Evidentemente esta proliferación
no correspondía únicamente a las células lEVl7~, cuya proporción dentro de la línea
transformada no superaba el 0.5%, sino que puede pensarse que, junto a la proliferación de las
células lEV17~ detectada por PCR también prolifrran otras células, entre las que podrían
encontrarse aquellas que también estaban expandidas en SF.
Se detectó incremento en la proporción de tránscritos TEV17 al cultivar las células en
presencia de células autólogas, pero no frente a L02. Estos resultados parecían indicar que la
presentación antigénica no era llevada a cabo por HILA-A2. A pesar de ello no se puede
descartar la posibilidad de que si se respondiera a un complejo HLA-A2/péptido pero que el
péptido reconocido no fuera producido por las células L02. Esta suposición no es
descabellada si consideramos que las células de individuos sanos cuyos TCRS prezentan
motivos similares a TEVl7 reconocen específicamente MSS-66, procedente de una infección
vira], unido a HLA-A2 pero no las diferentes APCs HLA-A2~ sin infectar (209). Incluso sin
considerar qué alelo presenta el péptido, el crecimiento de las células 1 HVS~ frente a las
células propias infectadas con EBV evidenció que los lintécitos 1 de DMG eran capaces de
proliferar como respuesta a un autoantígeno. Estos datos junto al análisis por tipaje espectral,
que indicaba la expansión de estas células exclusivamente en las articulaciones inflamadas del
enfermo, sugiere su participación en la respuesta autoinmune local responsable de la
espondioartropatía. Evidentemente, no podemos descartar la participación de otras células,
como en el inicio de la respuesta pero es la primera vez que se documenta que células




























a distintos estímulos, determinada comoFigura 27: Capacidad proliferativa de las células TEV 17+ frente
aumento de la expresión de tránscritos TEV17+.
A: Expresión de los tránseritos TCRBV17-h (izquierda) y TEV17+ (derecha) medido por PCR tras el
cultivo de DMG(2)PBLI{VS frente a distintos estímulos. DE: DMG(3)PBL~EBV. LG2:L02.
L015:L015. It-2: con W-2. Controles: PBL: expresión en la tinca sin transformar DMG(2)PBL. Ay B:
tránscritos TCRBVl7+TEV17-. C: tránserito TCRBVl7+TEVl7-i-.





A.- Estudio de las células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.
Las primeras manifrstaciones de la aEICH suelen detectarse en piel, extendiéndose más
adelante al hígado, el tracto intestinal, etc. La enfermedad se considera una reacción de rechazo
de las células del sistema inmunológico del donante contra el organismo del receptor mediada por
linfocitos T del donante (127). Se considera que existen múltiples flictores que influyen en el
desarrollo de la enfermedad, tales como las diferencias entre los alelos liLA del donante y el
receptor, el régimen preparativo o la presencia de patógenos (129, 130). El hecho de que se hayan
descrito síndromes similares a la EICH en situaciones de TMO autólogo indica la importancia que
pueden adquirir los factores distintos al haplotipo HLA. Hasta el momento, el número de estudios
dirigidos a caracterizar las células T infiltradas en las lesiones de EICH ha sido muy limitado (210-
215), probablemente debido a que los primeros estudios realizados sugerían que la mayoría de las
células T presentes en los injertos no eran alorreactivas (214,216,217) y, por tanto, la posibilidad
de aislar clones desconociendo el Ag al que respondían era prácticamente nula. Así pues, nuestro
estudio se proponía confirmar la importancia de las dikrencias entre liLA de donante y receptor
para el desarrollo de la enfermedad en los casos de TMO alogénico que, como hemos indicado,
sigue siendo motivo de controversia. Para ello seguimos un protocolo que nos permitió aislar las
células T específicamente activadas en las lesiones y determinar si eran específicas de alelos FILA
expresados únicamente por el receptor.
Por otra parte, no se ha conseguido definir si existe o no unajerarquía entre las diferencias
liLA donante-receptor, cuya influencia en el desarrollo de la EICH deba ser considerada al
escoger el donante. En este sentido existen datos que sugieren una menor importancia de las
difrrencias entre alelos HLA-DQ y DP (139), mientras que otros estudios indican que las
diferencias en dichos alelos sí son importantes (140, 141). Por ello, se intentó caracterizar un
número suficiente de células T implicadas en la respuesta que se desarrolla en el tejido afectado
que permitiera analizar la diversidad de dianas 1-ItA a las que se dirigen y, por ello contribuir a
esclarecer este punto.
Por último, se ha descrito que la depleción de células T del injerto previamente a su
infusión en el receptor disminuye el riesgo de desarrollar EICH, pero aumenta el número de
enfermos que recidivan en la enfermedad por la que se les realizó el TMO (132). Por otra parte,
dicha depleción no elimina completamente la posibilidad de desarrollo de aEICH (210),
probablemente debido a que no se haya conseguido eliminar la totalidad de las células 1 del
injerto. Por tanto, y como tercer obitivo, nos propusimos caracterizar, en la medida de lo posible,
las células T implicadas en el desarrollo de la EICH. La caracterización de la restricción en el uso
de subfaniilias de TCR o bien de motivos estructurales pernútiria vislumbrar perspectivas para el
diseño de reactivos especificos para la eliminación de células presumiblemente responsables de la
aEICH sin detrimento del beneficioso efecto ICL de otras células T.
Evidentemente, la importancia del estudio está en relación directa con la demostración de
que los clones que hemos obtenido están involucrados en el proceso patológico que se desarrolla
en el tejido afectado. Dada la imposibilidad de demostrar de forma directa la implicación de las
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células aisladas en la respuesta local, debemos basarnos en evidencias indirectas que apoyan la
participación de los clones en la enfermedad:
- El cultivo inicial en presencia exclusiva de IL-2 induce el crecimiento de las células T
activadas infiltradas en la biopsia de piel, las únicas que expresan elevados niveles del receptor de
11-2 (IL-2R) (202, 218). La importancia de las células 1 activadas en las reacciones de rechazo y
las alorrespuestas ha sido demostrada por Heidecke y cols. (219) cuyos estudios han mostrado
que la infusión de células T IL2-R~ de unas ratas trasplantadas a otras que recibieron injertos del
mismo donante es capaz de acelerar los procesos de rechazo de los órganos trasplantados,
mientras que la infusión de células no activadas no influye en el proceso.
- Nuestro estudio detectó crecimiento celular macroscópicamente a partir de los 3-5
primeros días tras el inicio del cultivo en las 3 biopsias analizadas. Habitualmente, los ensayos de
clonaje de células 1 no detectan crecimiento hasta que han transcurrido al menos 10 días tras el
inicio del cultivo. La elevada velocidad de crecimiento de las células 1 en nuestros cultivos indica
que los clones aislados estaban sobrerrepresentados y preactivados en las biopsias. Por contra, no
tite posible obtener células a partir de biopsias procedentes de trasplantados en los cuales no se
desarrolló EICH. La correlación entre obtención de células y enfermedad parece indicar que
dichas células deben estar implicadas en la patología.
-Las células T de las muestras de piel que crecieron en los cultivos con IL-2 se sembraron
en condiciones de dilución limite junto a células B del receptor transformadas con EBV. La
eficacia de clon~e tite cercana al 100%, lo que indica que los clones representaban prácticamente
todas las células T que previamente habían crecido frente a IiL-2. La caracterización de la
especificidad de dichos clones demostró que todos eran especificos de FILA del receptor, a pesar
de que el primer paso del aislamiento de las células no incluye ningún tipo de selección antigénica
iii vitro, por lo que puede suponerse que la capacidad alorreactiva de éstas células se ha
desarrollado en la respuesta que se produjo en el tejido.
Estos resultados sugerían que los clones obtenidos participaban en el desarrollo de la
enfermedad.
Como hemos indicado anteriormente, la existencia de reacciones tipo EICH, incluso en
casos de trasplante autólogo, así como el hecho de que se haya descrito que gran parte de las
células T infiltradas en las muestras locales no son alo-especificas, ponen en entredicho la
importancia de las diferencias de alelos RISA entre donante y receptor en el desarrollo de la EICH
(216, 217). Por otra parte, el régimen preparativo y la influencia de patógenos pueden tener una
gran influenciaen el desarrollo de la enfermedad. Evidentemente, estos dos últimos factores deben
ser esenciales en los casos de trasplante autólogo o en el caso de los trasplantes alogénicos en los
que no existen diferencias en el FILA de donante y receptor, donde probablemente adquieren
importancia los antígenos menores de histocompatibilidad, pero en el resto de trasplantes
alogénicos, se presentan dudas sobre el porqué de esa ausencia de alo-especificidad. Se puede
argumentar que la presencia de citoquinas inflamatorias en las lesiones, puede inducir la migración
de células T con fenotipo de memoria sin relación directa con el desarrollo de la aEICH, de forma
que emnascaren la presencia de las células T implicadas en la patología. Nuestro estudio intentaba
confirmar la importancia de las dii~rencias entre RISA de donante y receptor mediante el análisis
de la especificidad de los clones aislados a partir de las lesiones de piel, presuntamente
responsables de la enfermedad. La toma de las biopsias de piel en los primeros momentos de la
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enfermedad minimizó dentro de lo posible la presencia de células T no relacionadas con la
enfennedad. Elanálisis de los 13 clones aislados a partir de las muestras de los enfermos HER y P
indicó que todos son específicos de RISA del receptor. Hay que señalar que el grupo del Dr. VIé
(comunicación personal) realizó el estudio de otro enfermo y encontró 3 clones más específicos
de alelos UlLA expresados únicamente por el receptor, lo que confirmaba la importancia del FILA
como diana contra la que se dirigen las células T, así como 8 clones sin especificidad lILA que
evidenciaban la influencia de otros factores en el desarrollo de la enfermedad (214). Nuestros
resultados apoyan los obtenidos en otros estudios que también describen células especificas de
alo-Ags en lesiones de EICH (210-215) y contradicen los estudios iniciales que no bailaban
cekilas T alorreactivas(2 ¡6, 217). La alorreactividad indirecta, debida al reconocimiento de péptidos
derivados del FILA del receptor presentados por moléculas del MI-IC del donante, infundidas con
el injerto, puede descartarse en nuestros clones, como indican los experimentos de proliferación
celular en los que se bloqueó específicamente FILA-DR, -DQo —DF.
Habitualmente se considera que las diferencias en HLA-C, RISA-DF y 1-ILA-DQ tienen
poca influencia en el desarrollo de la EICH y, en algunos casos, ni siquiera se realiza un tipaje
RLA exhaustivo que incluya estos alelos (136, 220, 221). Esta actitud se basa en dilérentes
estudios que indican la falta de correlación entre diferencias en estos alelos y la aparición de FICH
(139, 222). Los datos que aportamos, en cambio, indican que las células alorreactivas pueden
dirigirse contra cualquiera de los alelos RISA del receptor diferentes de los del donante. De hecho,
en el caso del enfermo P, todos ¡os clones aislados eran específicos de HLA-DQS y RISA-
DP*1301, mientras que, a pesar de existir diferencias en RISA-A y HLA-B, no se obtuvo ningún
clon con esas especificidades. Nuestros resultados contradicen la jerarquía que consideraba más
importantes las diferencias entre los alelos FILA-Ay HLA-B e implican que la EICR puede estar
causada por dil~rencias entre donante y receptor en cualquiera de los alelos FILA, por lo que
están en consonancia con los de otros autores que detectan células especificas de distintos alelos
HLA-DQ y DP del receptor en lesiones de afectados por EICH (140, 220, 223, 224). Estos
resultados aconsejan, pues, que los tipajes RISA del donante y el receptor incluyan la
determinación de los alelos de todos los loci para poder escoger, en la medida de lo posible,
donantes cuyas dil~rencias de UlLA respecto al receptor sean mínimas.
Actualmente, existe controversia sobre si la respuesta responsable de la EICH se debe a un
número limitado de células alogénicas que reconocen Ags específicos de tejido o si, por el
contrario, se desarrolla por células alorreactivas sin especificidad de tejido. Estudios iniciales
indicaban que existía una enorme diversidad de células T infiltradas en los tejidos afectados por
aEICH, baséndose en la extracción directa de RNA de las muestras de piel y el análisis por PCR
de los segmentos TCRAV y TCRBV (225). Otros estudios que han utilizado una aproximación
similar han encontrado, en cambio, que determinados tránscritos de TCR están sobreexpresados
en las muestras locales (136-138). Se puede objetar que ninguno de estos estudios expone
evidencias directas o indirectas de que las células T analizadas estuvieran presentes en las
muestras de piel porque participaban en una respuesta inmunológicalocal o si, por el contrario, su
presencia se debía a fenómenos de extravasación a tejidos inflamados. Como ya hemos explicado,
existen evidencias indirectas de la implicación en el desarrollo de la enfermedad de las células
presentadas en nuestro estudio y, dada la rápida velocidad de crecimiento de las células en los
primeros momentos del cultivo, podemos aventurar que las células que hemos aislado
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correspondían a las células activadas más representadas en la lesión. El análisis del
reordenamiento TCRG y la posterior confirmación mediante secuenciación de sus ICRA y
TCRB, indica que las células T activadas infiltradas en las muestras tienen un marcado carácter
oligoclonal: las 83 células aisladas de ambos pacientes correspondían a únicamente 13 clones
diferentes.
Dado que previamente al transplante el injerto se sometió a procesos que debían
deplecionar las células 1 infiltradas en él, seria lógico suponer que no era posible el desarrollo de
aEICR. La aparición de la enfermedad implicaría que a pesar de esta medida profiláctica, la
médula ósea trasplantada incluía un número residual de células 1 maduras responsables del
desarrollo de la patología. Si los clones que hemos caracterizado estaban implicados en el
desarrollo de la enfermedad, el carácter oligoclonal de la respuesta podría explicarse desde dos
perspectivas:
- Una alorrespuesta supondría, en condiciones normales, la participación del 1-10% de las
células 1 maduras. Si los procedimientos profilácticos han reducido en gran medida las células T
maduras infiltradas en el injerto en el momento del IMO, la participación en respuesta
alorreactiva del 1% de éstas podría suponer la expansión de un número reducido de células, lo
que se reflejaría en los análisis como una respuesta llevada a cabo por un número limitado de
clones. Si la oligoclonalidad se pudiera explicar desde esta perspectiva, los TCRs de los linfocitos
implicados en la enfermedad deberían emplear segmentos TCRAV y TCRBV relacionados, dado
que CDRl y CDR2 están mayoritariamente implicados en el reconocimiento de los pocos alelos
RISA del receptor diferentes a los del donante, pero no deberían existir motivos comunes entre los
CDR3 dado que no es previsible que exista homología entre los péptidos presentados por las
moléculas del MHC del receptor.
- La participación de un número limitado de células en la respuesta también podría
explicarse si la respuesta se dirigiera a un número limitado de complejos antigénicos formados por
péptidos derivados de proteínas especfficas de la piel presentados por moléculas del MHC del
receptor. La infiltración y activación de las células en la piel podría explicarse porque el daño
tisular debido al régimen condicionante, podría provocar que las APCs profrsionales tuvieran
acceso a los Ags específicos de tejido, los cuales podrían ser presentados a las células T en los
órganos linfáticos. Una vez activadas en la periferia, éstas expresarían moléculas de adhesióny de
migración que les permitirían infiltrarse en la piel e iniciar la reacción inmunológica local
responsable del desarrollo de la enfermedad. La respuesta contra un número limitado de
complejos antigénicos implicaría que, además de encontrarse usos preferentes entre los segmentos
TCRV empleados por las células T implicadas en la enfermedad, también deberían detectarse
motivos comunes en la región CDR3.
Hasta el momento la disyuntiva entre ambas posibilidades patogénicas únicamente puede
solucionarse mediante evidencias indirectas, como las derivadas del análisis de los elementos
generadores de diversidad empleados por los TCRs de los clones aislados de la lesión. Por ello
procedimos a la determinación de las secuencias de los TCRs empleados por los clones y al
análisis de la utilización de cada elemento generador de diversidad en comparación con los usos
descritos a partir del análisis de PBLs de individuos sanos.
El análisis global de los TCRs no permite identificar ningún motivo común a todos los
TCRs independiente de su especificidad RISA, lo que parece indicar que, probablemente, no existe
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un único péptido especifico de tejido presentado por todos los alelos FILA del receptor. El hecho
de que cada RISA imponga limitaciones distintas a los péptidos que puede presentar (47) explica
esta situación.
Dado que obtuvimos 6 clones específicos de RISA-DQS (RER-27, HER-29, Pl, P3, P7 y
PlO) nos centramos principalmente en el estudio de éstos, pues su número era suficiente como
para que las comparaciones con otros estudios de uso de elementos generadores de diversidad en
controles pudieran aportar información significativa. La comparación con los resultados de uso de
los diferentes elementos generadores de diversidad en individuos sanos indicaron que nuestros
clones empleaban preferentemente segmentos TCRAV pertenecientes a los subgrupos de
homología 2 y 4, y que utilizaban Asn en CDR3a y GIn en CDR3B. ISa comparación con clones
alorreactivos específicos de FIILA-DQ8 aislados de individuos sanos indicó que, además de
determinados usos preferentes también detectados en los clones de individuos sanos, los clones
aislados a partir de las muestras epiteliales de los enfermos presentaban motivos exclusivos en las
CDR3: Se empleaba Asn en CDR3a y GIn y Mp en CDR3B. Los motivos en CDR3B no
alcanzaban significación estadística pero el hecho de que tanto la comparación con los resultados
de estudios de repertorio en PBLs de individuos sanos como con los clones FILA-DQC
específicos de controles indique la existencia de motivos específicos en las CDR3~3 de los TCRs
de nuestros clones, livorece la significación de éstos.
ISa existencia de estos motivos en las regiones CDR3 de los TCRs de los clones FILA-
DQS específicos sugiere que éstos pueden reconocer péptidos estructuralmente relacionados que,
dada la especificidad de las lesiones, presumiblemente derivan de proteínas expresadas
exclusivamente en los tejidos afectados. En este sentido, ISiu y cols. (136) han analizado el
repertorio de TCRs en muestras de piel y en PBLs de trasplantados y han encontrado que el
repertorio en piel indicaba un número elevado de cadenas TCRBV2 con motivos en CDR3B que
variaban entre individuos. Esta variación entre distintos afectados podría deberse a que no se
controlaron las difrrencias de FILA entre los distintos pares receptor-donante y, por tanto, no se
puede realizar una clasificación sistemática en ffinción de éstas. Kubo y cols. (137) han estudiado
el repertorio de TCRs en las lesiones de piel de un enfermo que, tras serle injertada médula ósea
de un donante con idéntico FILA, había desarrollado EICR. El estudio reveló que los TCRs de las
células presentes en las muestras epiteliales presentaban motivos recurrentes, en concreto Val-
Asn-Ser o Leu-Arg-Glu en CDR3a y Gly-Ser-Leu-Gly o Ser-Pro en CDR3I3. En este caso, dada
la igualdad en el FILA, la reacción debe ser consecuencia de las dil~rencias entre los antígenos
menores de histocompatibilidad presentados por las moléculas presentadoras del receptor. Dada la
interacción preferente de CDR3 con el péptido presentado y dada la igualdad de RISA, no parece
extraño que se hayan detectado motivos comunes entre los CDR3 de las células implicadas en la
respuesta. Análogamente, la existencia de motivos en CDR3 en nuestros clones también podría
relacionarse con la existencia de determinados péptidos presentados exclusivamente por los
receptores. En definitiva, nuestro estudio indica la enorme importancia de las difrrencias entre
RISA de donante y receptor, como demuestran las especificidades de los clones que hemos
aislado, pero indica que no puede obviarse la influencia de otros Ihctores, como la existencia de
péptidos específicos de tejido contra los que puede responderse y que, por tanto, deben ser
considerados a la hora de diseñar terapias y procedimientos profilácticos contra la EICH, tales
como impedir la infiltración de las células en los tejidos, etc.
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Una de las alternativas profilácticas propuestas para conseguir eliminar la aLEICH, pero
manteniendo la ventaja del efecto ICIS, consistiría en la depleción específica de las células T
implicadas en la EICH. Dado que los TCRs son exclusivos de cada célula 1, la existencia de
motivos comunes en los TCRS de las células implicadas en la EICH podría permitir el desarrollo
de anticuerpos específicos de éstos que permitieran eliminarlas. Nuestros resultados indican que
este tipo de aproximación necesitaría un desarrollo individualizado para cada uno de los pacientes
en función de las diferencias entre alelos HLA del receptor y donante y teniendo en cuenta los
posibles péptidos específicos de tejidos y los antígenos menores de histocompatibilidad
presentados por dichas moléculas presentadoras. Por otra parte, hemos encontrado que, en los
casos en los que distintos enfermos desarrollan una respuesta específica del mismo alelo FILA,
existían motivos recurrentes en las regiones CDR3 de sus TCRs que parecen indicar que las
células de ambos individuos respondían a péptidos estructuraimente relacionados. A pesar de esta
recurrencia, los motivos que encontramos no aparecen excesivamente marcados. La existencia de
un aminoácido con un grupo amida seguido de un aminoácido ácido en CDR3B y de un
aminoácido con un grupo amina en CDR3ct indica que los TCRs de nuestros clones presentan
perfiles hidrofilicos similares, de forma similar a lo descrito en los estudios de May y cols., que
indican que existen gran número de células 1 capaces de reconocer un mismo Ag y que sus TCRs
suelen coincidir en sus perfiles hidrofilicos, incluso cuando no se encuentran elevadas homologías
de secuencia (117). Así pues parece ser que el desarrollo de anticuerpos específicos para eliminar
las células 1 cuyos TCRs reconocen determinados Ags se muestra como una alternativainviable.
Los futuros procedimientos profilácticos para evitar la EICR pero conservando el efecto
ICL pueden basarse en la transfección in vitro de las células 1 del donante con genes que las
hagan sensibles a determinados antibióticos, de forma que las células T puedan eliminarse si se
detectan las lesiones de la EICH (226). Por otra parte, dada la especificidad de tejido de la EICH,
se puede suponer que las células 1 implicadas en la enfermedad expresan moléculas de adhesión y
migración que les permiten penetrar en los tejidos epiteliales (227-229). La definición exacta de
las moléculas de adhesión y migración a órganos no linfáticos que expresan las células T en las
lesiones de EICH puede ayudar a definir estrategias orientadas a la depleción específica de esas
células 1 o a bloquear el acceso de éstas a los tejidos epiteliales.
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B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de
enfennos con espondiloartropat¡as. Relación con la respuesta autoinmune local.
Las espondioartropatías son un grupo de enfermedades con características cucas
comunes, entre las que destaca la inflamación articular, habitualmente con afectación asimétrica y
en ausencia de factor reumatoide. El hecho de que aproximadamente el 50% de las células
infiltradas sean linfocitos T con fenotipo de memoria hace suponer la implicación de éstas en el
desarrollo de las patologías. Hasta el momento, gran parte de los estudios realizados sobre este
grupo de enfermedades han analizado características fenotípicas de las células T infiltradas (150,
230) así como la presencia de citoquinas en las articulaciones inflamadas (146-149, 231). Otra de
las aproximaciones más ampliamente extendidas en el estudio de las espondiloartropatías es la
obtención de clones con diversas especificidades a partir de muestras locales de los enfermos
(171-176). El principal problema en este tipo de aproximación es que se carece de información
sobre el Ag al que están respondiendo las células y, por tanto, el clonaje debe realizarse eligiendo
a priori un Ag candidato frente al que generar los clones, lo que supone que puedan obtenerse
clones poco representados inicialmente en la muestra local. Hasta el momento no se ha
documentado ningún estudio en el se analicen las células T infiltradas en articulaciones de
afectados por espondioartropatías previamente a la estimulación in vitro.
Nuestro estudio ha determinado la existencia de células T expandidas exclusivamente en
las lesiones sin necesidad de realizar cultivos iii vitro que puedan modificar la proporción original
de cada linfocito. Únicamente entonces se ha desarrollado una metodología que ha permitido
obtener información sobre la capacidad de respuesta de las células específicamente incrementadas
en la muestra local que, en principio, deberían corresponder a aquellas que han proli1~rado como
respuesta a un Ag y, por tanto, están implicadas en la respuesta local que se desarrolla en las
articulaciones afectadas.
Al igual que en el estudio de las células 1 en la aEICH, la significación del estudio por
tipaje espectral de las células 1 específicamente infiltradas en las articulaciones inflamadas está en
relación directa con la posible demostración de que éstas están involucradas en el proceso
patológico que se desarrolla en el tejido. Puesto que la entbrmedad es consecuencia directa de la
reacción inmunológica que se desarrolla en las articulaciones, debemos intentar relacionar la
exposición frente a un Ag con el aumento de las células que responden contra él. En este sentido,
se ha observado que la exposición a un SAg aumenta la proporción de aquellas células que han
sido activadas a través de su lCR respecto al total de células 1 del individuo (232, 233). Del
mismo modo, se ha documentado que la vacunación contra la hepatitis de un individuo sano
provocó un aumento de la proporción de tránscritos de un determinado tamaño dentro de una
subfanuilia (207). Estos y otros estudios (206, 234) penniten deducir que la respuesta a un Ag
modifica el repertorio del individuo de forma que las células implicadas en la respuesta aumentan
su proporcióny que, por tanto, pueden ser detectadas mediante tipaje espectral
Nuestra decisión de analizar comparativamente las expansiones en SF y PBLs y concentrar
el estudio en los incrementos exclusivos de SF permite asegurar que las expansiones estudiadas
son consecuencia del proceso inflamatorio desarrollado en los tejidos afectados. Precisamente
para asegurar la relación directa con la respuesta inmunológica local se desechó el estudio de
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expansiones simultáneas en SF y PBLs, que pueden estar implicadas en la patogenia por
activación en la periferia y posterior infiltración en las articulaciones pero también pueden deberse
la exposición a otros Ags presentes en la periferia pero no relacionados con la enfermedad o a
otros factores capaces de modificar el repertorio.
El estudio se ha realizado sobre dos enfrrmos diferentes de los que se esperaba obtener
distinta información. Por una parte se analizó por tipaje espectral la presencia de expansiones en
una enfrrma crónica afectada por espondilitis anquilosante. Este análisis pretendía cubrir dos
objetivos: por una parte podría servir como sistema de referencia que indicara la importancia de
las sobreexpresiones de TCRs en el desarrollo y perpetuación de la enfermedad. Por otra parte
pretendíamos determinar si, tal y como suponíamos, la enfermedad implicaba expansiones
específicas en las articulaciones afectadas o si, por el contrario, era totalmente independiente de
éstas. El estudio de un enfermo crónico, con la entbrmedad más avanzada, debería facilitar la
detección de las sobreexpresiones, si éstas existieran, por lo cual presentaba las condiciones
ideales para optimizar la metodología. Una vez puesto a punto el sistema metodológico y
obtenidos los datos sobre la existencia de expansiones oligoclonales en condiciones de cronicidad,
se abordó el estudio sobre muestras obtenidas a partir de un ent~rmo en su primer episodio
inflamatorio. El estudio en condiciones que se minimizaran al máximo los procesos de extensión y
perpetuación de la respuesta y la influencia de la medicación debía definir los TCRS expandidos
durante los primeros estadios de la respuesta local y por tanto aportaría información sobre las
células 1 que participan en el proceso patogénico.
El estudio por tipaje espectral de las muestras locales y PHLs del enfermo crónico,
MTSM, reveló la presencia de múltiples expansiones de las que una gran parte se expresaban
únicamente en las muestras locales pero de forma difrrencial entre distintas articulaciones. La
variación de las expansiones en flmción del momento de la toma de muestras parece indicar que la
respuesta local se extiende a nuevos Ags. Por lo tanto, nuestro estudio parece confirmar la
hipótesis del “spreading” o extensión como mecanismo de perpetuación de las respuestas
inmunológicas en enfermedades autoinmunes. Este fenómeno se ha documentado en modelos
animales en los que la inmunización con un péptido derivado de la proteína básica de mielina
provoca encefalitis que, una vez cronificada, permite aislar células 1 específicas de otros
determinantes (123, 235). Nuestros datos apoyarían la hipótesis de perpetuación de las respuestas
autoinmunes mediante la revelación de nuevos Ags, hecho que, hasta el momento, no ha podido
relacionarse con la perpetuación de enfermedades en humanos.
Otro de los mecanismos de perpetuación descritos supone la perpetuación de la respuesta
por inhibición de la apoptosis en las células 1 infiltradas en los tejidos afectados. En concreto, se
ha comprobado que las células T aisladas de PBLs de un individuo sano y mantenidas en cultivo
junto a fibroblastos expresan bcl-x¡ pero no bcl-2, ambas implicadas en la inhibición de la
apoptosis (120). Dado que las células T infiltradas en sinovio de afectados por artritis reumatoide
expresan esta proteína (121), se ha supuesto que las células pueden permanecer en un estado
quiescente, infiltradas en las articulaciones, y reactivarse periódicamente de manera que sean
responsables de la cronicidad de la artritis reumatoide (122). Esto supondría que las expansiones
detectadas en un momento determinado deberían conservarse en los sucesivos episodios
inflamatorios de la enfermedad. Los datos que hemos obtenido de MTSM no contradicen esta
explicación, dado que ciertas expansiones oligoclonales en SF se mantenían durante el tiempo,
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pero el hecho de que, junto a dicha conservación, existiera variación de otras expansiones, implica
que la perpetuación de la respuesta no se producía únicamente por la interacción con los
fibroblastos, sino simultáneamente al proceso de extensión a nuevos antígenos. No se han
documentado estudios en los que se estudie en detalle la expresión de bcl-x¡ en enfermos con
espondiloartropatías, pero sí existen estudios que determinan la expresión de bcl-2 en las células T
infiltradas en las articulaciones de estos enfermos (236). En estos casos, la expresión de bcl-2
parece estar más relacionada con la resistencia a la apoptosis provocada por las citoquinas
presentes en el tejido (IL-2, IL-4, IL-lO, TNF-a, TNIF-j3) (146-149, 231).
Los resultados obtenidos del análisis por tipaje espectral del enfermo crónico, además de
informar sobre los posibles mecanismos que influyen en la perpetuación de la enfermedad,
revelaron la necesidad de dirigir el estudio a muestras obtenidas durante los primeros episodios de
enfermedad, en los que se minimizaran esos fenómenos. Así pues el estudio se continuó sobre
DM0, afectado por un primer episodio de espondioartropatia indiferenciada y que no había sido
sometido a tratannento en el momento de la primera toma de muestras.
Gran parte de los grupos de investigación enfrascados en el estudio de las
espondioartropatías suponen que existe una implicación prefrrente de las células T CD8~ (151,
175, 237). Su criterio se sustenta en que existe un porcentaje relativamente elevado de células T
CD8~ infiltradas en las articulaciones de enfermos afectados (143, 151) y en la asociación con
HILA-B27 (142-145). Por otra parte las investigaciones de David con ratones transgénicos para
HLA-B27 han demostrado que el desarrollo de una enfermedad modelo de las
espondioartropatías requiere la presencia de células CD4~ y sugiere como hipótesis sobre la
patogenia que la enfermedad se inicia porque parte de los linfocitos 1 CDC inician una respuesta
contra HLA-B27(161). Los estudios en los que se han aislado clones a partir de células infiltradas
en SF no han aclarado este panorama, dado que han encontrado tanto células CDC como CD8~ y
parte de ellas sin restricción por HLA (171-176). El análisis de los resultados obtenidos a partir de
los tipajes espectrales de DM0 mostró que no existían expansiones oligoclonales exclusivas de SF
en la subpoblación CDC, mientras que sí se detectaban en la CD8~. Aun cuando no podemos
descartar completamente la participación de células 1 CD4~ en el desarrollo de la patología,
nuestros datos estánen concordancia con aquellos que indican la participación de células 1 CD8~
en la enfermedad (174, 175) y parecen contradecir la hipótesis tbrmulada por David sobre la
participación de las células 1 CDC, que implicaría expansiones en dicha subpoblación (161).
Puesto que DM0 es HLA-B2’T, no podemos inferir información directa sobre el modo de
implicación de HILA-B27 en el desarrollo de las espondiloartropatías pero la existencia de estas
enfermedades en individuos HILA-B2’T permite validar o invalidar determinadas hipótesis sobre la
implicación de HLA-B27 en la enfermedad. Mt la relación de HLA-B27 con la enfermedad
derivada de características exclusivas de esta molécula, tales como la presencia en la lámina B de
una Cys susceptible de transformarse en homocisteina que modiflque la asociación de péptidos
(159) o como la mala asociación de HLA-B27 con 132m (160), no pueden justificar la existencia
de enfermos HLA-B2’T, que alcanza el 75% en alguna de las patologías. Otras hipótesis parecen
improbables a la vista de diferentes resultados experimentales: los estudios con animales
transgenicos para HLA-B27 demuestran que éstos desarrollan patologías similares a las
espondioartropatías (208, 238), lo que parece invalidar la teoría de que HLA-B27 es simplemente
marcador de otro gen realmente implicado en la patología. La presentación de fragmentos de
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HLA-B27 contra los que se produce una respuesta inmunológica (156-158) también parece
improbable porque no existen péptidos exclusivos de todos los subtipos de HILA-B27
relacionados con las espondiloartropatías que no puedan obtenerse también a partir de alguno de
los subtipos no relacionados. Así pues, los indicios anteriores nos hacen suponer que la
implicación de HILA-B27 con la enfermedad esté relacionada con su función como molécula
presentadora y que determinados Ags susceptibles de ser presentados por ella sean los
responsables de la enfermedad, tal y como supone la teoría del péptido artritogénico. Esta
hipótesis supone una mayor facilidad de desarrollo de la enfennedad en individuos HLA-B27~,
pero no excluye que otras moléculas del MHC, tales como HLA~B*380I,~B*390l o —Bt3902,
cuyas restricciones a los péptidos presentados son similares a las de HILA-B27, sean capaces de
presentar los mismos Ags. Es posible incluso que otras moléculas del MHC puedan presentar
otros péptidos homólogos y que, por tanto, la enfermedad pueda desarrollarse en individuos
I{LA-H27Á
El análisis por tipaje espectral de los TCRs de células CD8~ indicó que existían
expansiones oligoclonales especificas de SF entre los ICRs que emplean segmentos TCRiBV12,
15, 17 y 20. Los tres primeros segmentos pertenecen al subgrupo 4 definido por Chothia y col
(12) y contienen el motivo His-Asp en CDR1I3 y Iyr-(X)9-Lys-Gly en CDR2I3. TCRBV2O, en
cambio, pertenece al subgrupo 5 y no parece compartir motivos con ICRiBVI2, VIS o V17.
Curiosamente, la mayoría de los clones específicos de células autólogas aislados por Hermann y
cols. a partir de SF de enfermos afectados por artritis reactiva también emplean segmentos
TCRBV pertenecientes al subgrupo de homología 4 (ICRBV13, 1CRBVl4 y ICRBVl7) (175,
176). Podría especularse sobre la posibilidad de participación de SAg en el inicio de ambas
patologías a través de la activación de las células 1 con dichos segmentos, sobre todo si tenemos
en cuenta que existen SAgs, como SEB, que pueden activar células con los segmentos TCRBV3,
ICRBVl2, TCRBV14, ICRBV1S, TCRBV17 y TCRBV2O (239). Si suponemos la presencia de
un SAg en la zona inflamada, y dado que los SAg activan y provocan la proliferación de todas las
células 1 que expresan determinados segmentos 1CRBV (53), en principio no deberían detectarse
incrementos en la proporción de ningún tráncrito respecto al resto de tránseritos con el mismo
segmento TCRBV, sino que debería mantenerse constante respecto a lo observado en PHLs y,
por tanto, no podría diferenciarse en su perfil de tamaños de CDR3B, aún cuando el número total
de células 1 con los segmentos activados fiera superior en SF. La reciente descripción de algunos
SAgs que activan células 1 no sólo en flmción del segmento TCRBV que emplean, sino también
del segmento TCRBJ y de características de las regiones CDR3[3 (54, 55) complica la
delimitación de la participación de SAgs en el inicio de enfermedades. Aún así, los SAg deberían
provocar la expansión de todas las células 1 con determinados segmentos TCRBV o motivos de
secuencia en CDR3J3, independientemente de la expresión de CIX o de CDS.
Nuestros resultados mostraron que, en el caso de DMG, las expansiones en ICRBVI2,
TCRBVI5, ICRBV17 y TCRBV2O eran exclusivas de la subpoblación CD8~ procedente de SF,
por lo que podríamos descartar la presencia de un SAg infiltrado en los tejidos y decantamos por
el reconocimiento de complejos antigénicos convencionales como responsables de las expansiones
oligoclonales en SF. Hay que seflalar que no se puede descartar una intervención de SAgs como
responsables de la activación en la periferia de células T y que, una vez adquirido el fenotipo de
memoria, fueran capaces de infiltrarse en las articulaciones y allí, aquellas que reconocieran
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determinados péptidos específicos de tejido que inicialmente les eran inaccesibles, iniciaran ¡a
respuesta autoinmune.
La determinación de las secuencias de los TCRs específicamente expandidos en SF,
además de servir como confirmación de la oligoclonalidad, podría informar sobre la existencia de
usos preferentes y motivos comunes entre los TCRs y cuya comparación con los motivos
encontrados por otros autores en controles ayudaría a establecer si el mecanismo de inicio de la
enfermedad así como los disparadores de ésta pueden ser comunes.
El análisis de las secuencias ha permitido deducir que la expansión en TCRBV17
correspondía a la proliferación de un solo clon, mientras que las expansiones en ICRBV12,
TCRBVI5 y TCRBV2O correspondían a varios clones distintos con TCRs del mismo tamaño. El
hecho de que el análisis por tipaje espectral haya indicado una expansión local que corresponde a
más de un clon también puede ser considerado interesante si tenemos en cuenta que la expansión
es exclusiva de SF. Esto indica que determinadas células proliferaron localmente y que todas ellas
poseían TCRs que empleaban la misma sublbmilia ICRBV con el mismo tamaño de CDR3B. Para
comprobar si existen motivos comunes entre las secuencias de cada tamaño mayoritario, se
comparó el uso de cada aminoácido en las CDR3B con las frecuencias de uso en PBLs de
individuos sanos descritas en la bibliografla (29, 30). Se determiné que existían motivos comunes
en las secuencias de tamaño mayoritario dentro de cada subthmilia (TCRBV12-(Xh-polar-Gly-
Iyr-(X)n-TCRBJ2, ICRBV 1 5-Asp-polar-(X)rICRI3J1 y TCRBV 1 7-Ile-Arg-Ser-Gly-Tyr-(X)n-
TCRiBJ2), así como al analizarlas en conjunto (TCRBVn-X-básico-polar-Gly-Tyr-TCRBJ2), lo
que en principio parece indicar que responden a un mismo complejo antigénico o a varios con
elevada homología. No hemos sido capaces de encontrar ninguna secuencia relacionada con éstas
entre las de TCRs de los clones obtenidos a partir de SF de enfermos con artritis reactiva por
Hermann y cols. (175, 176), lo que parece indicar que se dirigen a dianas diferentes. La ausencia
de información sobre la extensión de la enlénnedad en el momento de la toma de muestras,
impide especular sobre si las diferencias se deben a que en los estudios de Hermann y cols., la
respuesta puede haberse extendido a nuevos antígenos o si se deben a que los mecanismos
patogénicos son diferentes entre las distintas enfermedades del grupo de las espondiloartropatías.
Es evidente que todas las deducciones que se realicen tomando como base los motivos de
secuencia entre distintos TCRs deben considerar que el reconocimiento antigénico por el TCR es
parcialmente degenerado (240, 241) y que un mismo lCR puede reconocer diferentes complejos
antigénicos. Aún así, se ha descrito que, en aquellos casos en los que un mismo lCR reconoce
Ags con una homología de secuencia no muy elevada, si se mantienen unos perfiles hidrofilicos
similares (117). Precisamente por ello podemos concluir que el incremento de determinados
tránscritos TCRB detectado en el SF de DM0 corresponde a la respuesta local contra un número
limitado de péptidos que, al menos, presentan perfiles hidrofilicos similares.
Puesto que se postula que el origen de las espondiloartropatías es de carácter autoinmune
(156-158, 161, 167), es evidente que si las células TEVl7 están implicadas en el desarrollo de la
enfermedad, deberían tener capacidad de respuestas contra autoantígenos. Este punto se intentó
confirmar en primer lugar mediante la donación de las células 1 de SP, aunque los sucesivos
intentos de clonaje en presencia de células autálogas resultaron infructuosos. Como método
alternativo, se midió el aumento relativo de trAnscritos TEV17 tras enfrentar células 1 de DM0
infectadas con HVS con una linea linfoblastoide autóloga así como a dos B-LCLs empleadas
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como control. Curiosamente, el motivo TCRBVl7-apolar-Arg-Ser que encontramos en TEVl7
también se ha detectado en células 1 que responden contra el péptido M58-66 derivado de la
proteína de la matriz del virus de la gripe presentado por I-ILA-A2 (209, 242). Por ello, una de las
lineas linfoblastoides empleadas para comprobar el crecimiento de las células ThVl7~ flie L02,
H1LA-A2~. Los resultados obtenidos indicaron que las células TE-Vl7~ proliferaban al enfrentarlas
a la línea autóloga DMG-EBV pero no frente a L02 ni LGl5. Dado que no se añadieron
exógenamente péptidos, podríamos suponer que las células ThV17~ reconocen un Ag propio de
DMG no presentado por el resto de las líneas linfoblastoides chequeadas. La ausencia de
respuesta ftente a LG2, HLA-A2~, parece indicar que la presentación antigénica no se producía a
través de este alelo, aunque no puede descartarse que no existiera respuesta porque ¡a línea L02
no presenta los mismos péptidos que las células autólogas.
+Podría argumentarse que, dado que las células 1 lEV17 responden frs vitro contra
células B propias y que en el sistema circulatorio del enfermo existe gran número de células B que
pueden actuar como APCs, debería existir un aumento de las células TEV17 en la periferia que
hubiéramos detectado como una expansión en PBLs. Este argumento puede rebatirse
considerando que las células 13 que hemos empleado han sido transformadas por un virus, por lo
que sus patrones de presentación antigénica pueden haberse modificado dado que las inkcciones
virales alteran la expresión de proteínas, modifican los sitios de corte de las proteasas y aumentan
la expresión del liLA (104). Además, el contexto de la presentación in vitro no es comparable al
que puede existir in vivo: por una parte, la presencia de otras células en la circulación perit~rica
puede modular la respuesta y, por otra, el cultivo in vñro de las células supone la adición de
suplementos como el STF cuya alta composición en proteínas puede aportar póptidos muy
diferentes a los que podrían aparecer en la periferia. De hecho, existen estudios en los que se
comprueba que las células 1 pueden responder ¡ti vftro a péptidos derivados del SIP (243). Así
pues podemos concluir que las células lEV l7~, que están específicamente aumentadas en el SP
de DMG, tienen capacidad de respuesta a células propias, lo que apoya la hipótesis de que están
implicadas en la respuesta autoinmune local responsable de la enfermedad.
Las búsquedas en distintas bases de datos revelan que en humano existen varias proteínas
que contienen secuencias similares a las de M58-66 y que por tanto son susceptibles de activar las
células T con el motivo TCRBVl7-Ile/Leu-Arg-Ser. Una de las secuencias homólogas aparece
integrada en el sindecano-2, un proteoglicano que se expresa en fibroblastos así como en otras
estirpes celulares. Micecz y col han conseguido aislar a partir de PBLs de espondillticos clones
CD4~ que reconocen células autólogas preincubadas con proteoglicanos, aunque no caracterizan
los TCRs que emplean (170). La ausencia de estudios en los que el aislamiento de las células se
realice a partir de SF y en los que se obtengan células CD8~ específicas de proteoglicanos no
permite aventurar ni descartar la implicación de los proteoglicanos en el inicio de la enfermedad
como péptidos específicos de tejido mimetizados. Otra de las secuencias homólogas encontradas
en proteínas de origen humano se localiza en IFI-56k, proteína inducible por interferón (IFN) y
por infecciones virales, inductoras naturales de ¡FN-a e IFN-13 (244). No se ha documentado
ningún estudio que intente comprobar la existencia de células 1 autorreactivas dirigidas contra
este péptido aunque es interesante pensar que la misma intbcción viral puede provocar la
expresión del péptido propio que es mimetizado por el péptido viral.
En este punto hay que considerar la enorme plasticidad del lCR y que el reconocimiento
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antigénico es parcialmente degenerado, lo que posibilita que el mecanismo de mimetismo
molecular, posible responsable de la enfermedad, se produzca entre péptidos de la periferia y de
los tejidos no lint~ticos sin excesiva homología de secuencia.
Tomando como base la teoría del péptido artritogénico, la integración de los resultados
anteriores permite especular un mecanismo patogénico que supondría la existencia de una primera
respuesta contra el virus de la gripe y que, posteriormente, las células activadas en esta respuesta
se infiltren en las articulaciones y comiencen una respuesta contra un péptido propio localizado en
el tejido. La perpetuación de la respuesta podría pensarse que se debe a la extensión a nuevos
Ags, como sugieren los resultados obtenidos de MTSM. Dado que las infecciones gripales son
muy comunes y HLA-A2 es expresado por el 50% de la población, la presencia de la infección
por sí sola no justifica el desarrollo de la enfermedad y, por tanto, debe existir otro condicionante,
ya sea genético o ambiental que sumado a la infección desencadene la enfermedad. Hay que
indicar que las células lEVl7~ derivadas de DMG proliferaron únicamente en presencia de células
autólogas, pero no como respuesta a otras células RLA-A2. Como hemos comentado, esto puede
indicar que no se reconoce dicho alelo, sino que otro complejo péptido/HLA imita el formado por
M58-66/HLA-A2 o que HLA-A2 presenta algún péptido homólogo de M58-66 característico de
DM0 que no es expresado por otros individuos, lo que podría explicar la aparición de la
enfermedad en este individuo y no en otros sujetos HLA-A2~ que hayan sido expuestos al virus de
la gripe.
Dado que en la mayoría de las espondiloartropatías se carece de información sobre cual
pudo ser el desencadenante de la enfermedad y, por ello, es dificil el aislamiento de clones, la
alternativa utilizada en el presente estudio puede ser muy útil para futuros estudios que pretendan
aportar información sobre las características de los TCRs de las células infiltradas en los tejidos
afectados y determinar la posible implicación en una respuesta autoinmune de las células más
representadas en las lesiones. La extensión a un mayor número de pacientes de un estudio similar
puede revelar la existencia de sesgos conservados entre los distintos afectados que podrían
permitir el diseño de estrategias terapéuticas orientadas al bloqueo o eliminación específicas de las
células potencialmente responsables de la patología. Por supuesto, si se logran definir el origen
de el/los péptido/s artritogénico/s mediante un chequeo exhaustivo de las células 1 implicadas en
la respuesta, ya sea tras la transformación con HVS o mediante clonaje, se podría abordar el
tratamiento de estas patologías atacando directamente a éste. Hasta el momento, ninguna de estas
posibilidades es posible, aunque el procedimiento empleado en el presente estudio puede ser una
importante herramienta metodológica para el estudio de estas variables.
Las más prometedoras perspectivas para el futuro tratamiento de estas enfermedades
pasan por la definición más exacta posible de los distintos marcadores de las células 1 implicadas
en la enfermedad. Así, actualmente se ha definido que existen poblaciones de células T infiltradas
en SP que poseen marcadores propios de macró&gos (230), se ha comprobado que existen
elevados niveles de la molécula de adhesión intercelular (ICAM) soluble en la articulación (245) y
se sabe que un gran porcentaje de las células 1 infiltradas en las articulaciones poseen el fenotipo
de memoria (150). El estudio de estos marcadores en células infiltradas en SP con capacidad
autorreactiva puede definir diferencialmente la expresión en estas células, por lo que los estudios
similares al nuestro pueden pueden aportar la información previa requerida para ello.
Otra aproximación terapéutica puede estar basada en la definición exacta de las citoquinas
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presentes en la articulación y la actuación sobre ellas. Hasta el momento se ha comprobado la
presencia de IL-2, 11-4, 11-10, TNF-a y TNF-j3 (146-149, 231). Estudios análogos al nuestro
pueden contribuir a definir las variaciones en las células 1 en la articulación en flmción de los
distintos tratamientos que bloqueen las distintas citoquinas y, por tanto, pueden ser útiles en la





A.- Estudio de las células T que infiltran lesiones de piel de afectados por aEICH tras TMO
alogénico.
1.- La respuesta inmunológica local en aEICH es llevada a cabo por un número reducido de
diferentes células 1, en una reacción marcadamente oligoclonaL
2.- Todos los clones aislados son específicos de antígenos LILA expresados por el receptor, lo que
confirma la importancia de éstos en el desarrollo de la patología y se opone a los estudios que
defienden la ausencia total de especificidad LILA de las células T infiltradas en piel durante la
aEICH.
3.- La existencia de clones alorreactivos contra cada uno de los antígenos LILA diferentes entre
donante y receptor indica que, a diferencia de lo sugerido por otros grupos sobre la menor
importancia de HILA-DP y HLA-DQ, se produce respuesta contra todas las posibles dianas LILA
y sugiere la necesidad de realizar tipajes exhaustivos de donante y receptor.
4.- La existencia de motivos comunes en las CDR3 de los clones dirigidos contra L{LA-DQS
sugiere que la respuestase produce contra un número limitado de complejos antigénicos y permite
aventurar que la especificidad de tejido de la respuesta se debe a que los clones aislados
reconocen complejos péptido específico de tejido¡HLA alogénico.
5.- Los motivos comunes detectados en las CDR3 de los TCRs de clones con la misma
especificidad LILA, no son lo suficientemente marcados como para permitir el desarrollo de
anticuerpos especificos de las células T que los expresan como alternativaterapéutica general para
eliminar de forma selectiva las células responsables de la aElCH, mientras se conserva el efrcto
ICL.
B.- Estudio de las diferencias entre el repertorio de TCRs en muestras locales y en PBLs de
enfermos con espondiloartropatlas. Relación con la respuesta autoinmune locaL
1.- La perpetuación de las respuestas locales en afectados por espondioartropatías y la
cronificación de la enfermedad se produce por un proceso de extensión de la respuesta a nuevos
antígenos, probablemente revelados por la propia reacción inmunológica.
2.- La existencia de expansiones especificas en SF durante el primer episodio inflamatorio,
únicamente en la subpoblación CD8~, sugiere que no existe una implicación directa de SAgs en la
patogenia de la enfrrmedad.
3.- La existencia de motivos comunes en las CDR3I3 de los TCRs sugiere que las células 1 que




4.- Las células ThVl7~ derivadas de DM0 son capaces de proliferar frente a células autólogas.
La existencia de células T con capacidad autorreactiva localmente expandidas en enfermos no
había sido descrita anteriormente e indica la posible participación de estas células en el proceso
patológico que desencadena la espondiloartropatía.
5.- La similitud de motivos encontrados entre los TCRS expandidos en la muestra local y los
implicados en el reconocimiento del péptido MS8-66 de la proteína de matriz del virus de la gripe
presentado por LIlA-A) sugiere que el desencadenamiento de la enfermedad en DM0 pudo estar
relacionado con la exposición a dicho virus e indica la necesidad de ampliar la búsqueda de
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HLA-Target Ant¡gens and 1-Ceil Receptor D¡versity of Activated 71 CelIs
Invading tbe 5km During Acute Graft-Versus-llost Disease
By JuéIle Gaschet, Miguel Angel Treviño, Michel Cherel, Regine Vivien, Almudena Garcia-Sahuquillo,
Marie-Martine Hallet, Marc Bunneville, Jean-Luc Harrousseau, Rafael Bragado, NoéI Milpied, and Henri Vié
Te study the repertoire and spec¡fic¡ty of T lymphocytes lo-
filtrating skrn Ies¡ons during graft-versus-host disease
(GVHD>, we performed an exhaustive molecular and func’
tional analysis of 146 T-cell clones derived from the skin of
three patíents undergoing an acute GVHD after allogenele
bone marrow transpíantation (BMTI from HLA-mismatched
related donors. Analysis of T-cell receptor (TCR> rearrange-
ment and TCR chain ¡unclional sequences demonstrated the
presente of 11 distinct clones among the 64 derived from
patient UPN1, six among the 58 derived from patient UPN2,
and seven among the 24 derived from patient UPN3. Three
of the 11 T-cell clones from patíent UPN1. and ah clones
from pat¡ents UPN2 and UPN3 reacted w¡th mis-
ALLOGENEIC BONE MARROW transpiantation (BMT)15 an important therapeutic option that can cure certain
malignanr and nonmalignaní diseases. lts chiefcomplica<ion,
the acute graft-versus-host discase (GVI-{D),’ is caused by
T lymphocytes and is indissociable from the beneficial anti-
leukemic reaction known as the graU versus leukemia(OVL)
effect, which is also mediated by T celis. Accordingly, ef-
forts tu eliminate GVHD through T-cell depledon have lcd
tu increased re]apses, te overail picture of depietiun being
negative. a/3 T lymphocytes. the main effectors of the alio-
geneic reaction, possess antigenic receptors whose variable
regions are made up of a combination of different T-cell
receptor (TCR)-V. -D and -J elements (VDJ for ~ chains
aud VI for a chains). Besides this coinhinarorial diversity,
ajunctional diversity is produced by <he addirion uy removal
of nucleotides at thejunctions of the rearranged genes~. Com-
binatorial and junctional diversity of T-cell receptors are
now both amenable tu analysis: <he former by using TCR-
y region speciflc monoclonal antibodies (MoAhs) and the
latter by síudying CDR3 length using recently developed
techniques.34 Determining the T-cell response diversity in
GVHD is particularly crucial as, ifa restricted T-cell reper-
Loire is involved, this repertuire could be specifically re-
moved.5 This would permit speciflc therapy with less global
immu nosuppressi un -
The two rnajur observations in favor of such a possibility
are the following: (1) acule GVHD occurs vez-y rapidly after
BMT. al a time when T-ceIl reconstitution is just starting.
Indeed. numerous T-cell repertoire alterations have recently
been documented during this period, demonsírating that a
few T-cell clones can represent an important proportion of
the T-ceIl puol al the time GVHD occursl9 (2) The main
immunological characteristic of GVHD is its tissue specific-
ity. This might lead tu an even more restricted response
as T celis casi distinguish between major histocompatibility
complex (MHC) molecules un different cdl types.’0t2 To
determine whether or not te T-cell response is restricted
during acute GVHD, Wc flrst developed a mediud to isolate
in vivo activated T celís from the skin. Next, we character-
ized both dicdiversity of the HLA-rarget antigens recognized
during thc GVHD process by these T celís and the diversity
of their TCR. A total of 146 T-cell clones derived from four
skin biopsies performed un three patients at dic onsel of
matched HLA alleles betweer, the bone-marrow donor and
recipient. Moteo ver, both FILA cIan 1 IHLA-A2 amI -827> amI
class II (HLA Oplol. DP4OI, 0P1301. DCL and DR402) mole-
cules were recognized during this early antihost response.
Finally. both TCR a and ¡3 chains turned out to be extremely
diversa. even with¡n populations of clones derived fromthe
same patient and directed aga¡nst dic same FILA allele.
Taken together, these results indicate that any FILA mis-
match is potentially targeted dur¡ng early GVHD. and that
the T-cell response at the onset of GVIID is both oligoclonal
and highly diversified.
© 1996 by The American Society of Hematology
acute GVI-ID were siudied. The results obtained support the
view <ha< activated T celís infiltrating dic skin aL the onset
of GVHD are host speciflc and can recognize any HLA
mismatch between donor and recipient. Moreover. this T-
ceil response appears aí the same time oligoclonal and is
highly diverse in terifis of TCRV usage.
MATERIALS AND METHODS
Palienes, Four biopsies were obíained from three paíients.
Palien! URNI. A 9-year-old hoy was grafted for chronic my-
elogenous leukemia wííh his mothers bone marrow. HLA typing is
indicated in Table 1. fle conditioning regimen cunsisled of cyclo-
phosphamide (120 mg/kg) and zolal body inadiation (TBI): 12 Gy
through ‘mx fractions. GVHO prophylaxis consisted of cyclosporine
A <UsA> and methutrexate (nc da» 1, 3. 6, and Ii) and 5 mg’day
of BRíO, an aní¡-incerleukin (IL—2R) antibody. for lO days. GVHD
was lirsí suspecled al day 13, buí íhe lirst skin biopsy culture was
negalive. Al day 34, GVHD was again suspected. and lhree skm
biopsies were performed for histolugical study, imrnunochemistry.
and culture. A large infilírate was observed composed of 70% UDS’
and 5% UD4 T celís; no CDI Langerhans cehís were detected.
Keratinocyíes expresscd class II. Biopsy-conlirnied 0W-ID was
treated wilh UsA (3 mg/lcg/d). corticosleroids <2 mg/kg/d), and
BR LO. Unforsunaíely, treatmení failed and GVHD extended Lo gu<
and Liver. Ihe patiení died al day 99 poslgrafting.
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Tabla 1. HLA-Typing of Hosts, Donora, and Panel B Lyrnphoblastoid Cali Unes
Pabenta nr
SLCL Ses FILA-A HLA.8 FILA-DR FILA-DO FIL.ADPR1
uPNí M 1/2 7/8 3/13 2 0101/1901
uPNí donor E 1/1 718 3/13 2 0301/1901
UPN2 M 9(24>/32 17/27 4(w14l/8 4/8 0401/1001
UPN2 donor F 9(24>132 8/17 3/8 2/4 0601/1001
UPN3 M 1/29 44(12>/17 04020 2/8 1301/1901
LIPN3 donorí F 112 57(17>/62(15> 0402/11 7/8 0301/1301
uPN3 dur~ur2 M 29/32 44(121/40 7/14 VS 0401/1901
2046 — 26 39 0402 7 —
ROL M 2.2 w62.3 0401 8 0401
BSM F 2.2 w62.3 0401 8 0201
STA M 2.2 27.5 0801 4 0401
DAS 2/11 18/55 8/11 2/4 0401/0501
5W M 33.1 w65 7 5 0101
JB10 26/28 38 0402 7 —
JHA M 31 wSl 0407 7 0301
JSM — 26 38/16 0402 3 —
RML M 2.4 51 1602 7 0402
ROU F 2/3 51(5>/44(12> 4/13 6/7 0301/0301
RSH M 68.1/30.3 w42 0302 4 0101/0402
PS — 2.2 w46 0901 9 1301
TON M 1/2 7/8 3/13 2 0101/01901
VAV F 1 8 0301 2 0101
WT24 M 2.2 27.5 1602 2 0301
Paciene UPN2. A 7-year oíd hoy was grafted with his rnoíhers
bone marruw for acule lymphoblastic leukemia in seconé complete
response. HLA typing is indicated in Table 1. Re conditioning
regimen consisted of TRI and high doses of cytarabine ané melpha-
lan. GVHD prophylaxis consisted of T-cell depletion of the grafí
using anli-CD2 and anti-UD7 MoAbs with baby rabbit compleniení.
Lo addition. <he patient received intravenously (IV) anli-LFA-- 1 and
anti-C02 MoAbs al a dose of 0.2 mg/kg/d from day —3 tu day lO
and from day —2 <o day It, respectively. Skin lesion uccurred un
day 19, and three skin biopsies for histulugical síudy, imniunuchem-
istry, and cuilure were perfornied un day 22 (biopsy UPN2-a). Be-
cause <he ctinical aspect was compatible with acute GVHD, treal-
ment with cyciusporine (3 mg/KgId IV) and steroids (2 mg/kg/d
IV) was staríed un day 23 and continued allhough histulugical ami
immunological aspects were only weakly consistení with GVHD.
Despite this lreatmcnl. skin Iesiuns fiared, and a second skin biopsy
was performed un day 27 (biopsy UPN2-b). Aí that time GVHD
was histologically evidení. Treatmeni uf GVHD was Ihen modified
with IV additiun of MoAbs anti-IL—2R (BR lO)’3 (5 mg/d from day29 lo day 39 then 2.5 mgld every other day until day 80) and anti-
tumor necrosis factor (TNF> a (5 mg/d from day 29 <o day 32).
GVHD complelely disappeared, Md no chronic OVHD was docu-
mented, buí un day 120, a hematological relapse was documented
and íhc paliení died. MoAbs for T-cell depleliun uy IV use were
provided by P. Hervé from Ihe Centre de Transfusion Sanguine de
Besan9on, France.
Paxiene UPN3. A I0-year oid hoy with idiopathic myelodys-
plasia ami severe pancytopenia with, at the lime of transplant. a
7 year hislory uf transfusion (red bluod celís ami platelcís). Re
conditiuning regimen consisted uf TEl 12 Gy. high-dose cylarabine
and melphalan (idem as fur patient UPN2). GVHD pruphylaxis was
exactly dic same as for Ihe previuus palíení. Re donor was his
mother. The patient failed lo engraft, as un day 40 bone mazrow
aspiralion shuwed no celís, and analysis of DNA in marrow and
peripheral bluod celís by fingerprinting showed no donor DNA.
The paíient received a second cunditiuning regimen consisting of
busulfan 8 mg/kg uver 2 days and cyclophosphaniide 200 mg/kg
uver 4 days. The marrow of the fathcr was harvested and Tecil
depleted wilh MoAbs (anti-CD2. anli-C07 plus baby rabbit cumple-
ment). Additiunal in vivo immunotherapy wilh anti-LFAI and anti-
U02 was pez-formed according lo the same schedule as the ñrst
transpíaní, because no antimouse antibodies were found. En-
graftment was documenled un day 3l following the second Iraní-
planlalion. On day 37, skin erupliun and diarrhea were ubserved.
As for the oíher two patienís, three sión biupsies were perfurnied.
Acule GVHD was documented hoth un sión and large bowel biop-
sies. Immunophenutypic analysisuf sión biupsies shuwed very few
Langherans celís, a slrong expression of DR un keratinocytes. and
a lymphocylic infihíration made up of 80% UD4 positive celis. Re
patient Ihen received an association uf steroids (2 mg/kg/d and CsA.
3 mg/lcg/d IV). Sión and gut Iesions iniproved transiently. buí ulii-
mately flared, and ihe patient died with severe gol GVHD un day
89 aher thc secuod transpiant.
Expansion of T lymphocytes froen sión biopsy. Skin specimens
were washed al leasí five limes in RPMI conlaining 10% poeLed
human sera, 1% L-giutamine (2 mmol/L), and 50 pg/mL genlamycin
and Ihen cuilured in a 24-weil plate (Nunclon, Copenhagen, Den-
mark) in dic same medium supplemented wilh recumbinant tL-2
(rIL-2. 150 BRMP U/ml..). Uultures were kepí al 37’C in a 5% CO
2
almusphere. tn tSe four cases presented. T-celi proliferaliun siarted
as early as 3 days after initiatiun of the culture. Ar day 5, tu generale
a panel of clones from each skin biupsy-derived T-cell une, une
responder T ccli was seeded in every tliree culture wells in 96-
m,crowell round botíum culture piales logedier widi pooled alloge-
neic feeder celís (5 >< LO’ peripheral bluod lymphocytes (PBL) and
5 >< it? 8 lymphoblastoid ccli une (BLCL), 30 gray in-adiated) lo
tSe presence of leukoaggiuíinin-A (1 pg/mL) (Pharmacia, Uppsaia,
Sweden), and rIL-2 (¡50 BRMP U/mL). Under these cunditions,
where 100% T cclii are slin¡uiaíed, maximal cluning efficiency is
obtained (as assessed by limiting diiution analysis: frequency of
pruiiferaíion ahout 50% Lo iOO%). Thcse cunditiuns were chusen lo
avoid iii varo antigcrnc selection, whsle mainlaining as closeiy as
poisible tSe besí representation uf T celis that grew under rtL-2
alune during dic inlílal culture period. Before specificity assays, <he
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clones were cultured without stimulazion jo IL-=alone Voy al leasí
2 weeks.
Souchern bloc analvsis. EuLer hybridizaiion: aher digestion with
Ec.-oRL or 1-liad itt. 15 gg of genoniic DNA samples were sized-
tracíjonated by elecírophoresis íhrough 1% agarose geis. Souihern
bloíting vas perfornied using a vacuuns blotting sysiem (LKB-Phar-
macia. Sí. Quentin en Xvelines, France) on l-Iyhond N+ tilters (Ani-
ershani. Les Ulfis, France) according u, suppflers inszrucíions. Hy-
bridization. washing. ami autoradiography were performed as
previously described’4 with “P multiprimed probes. Probes: The 1-yprohe. PH6O. containing the 700-bp Hind tu EcoRl fragment from
M13H60. includes íhei-yi segniení’’ 6 Tbk fragmení cross-hybrid-
izes with 1y2. buí noi wiih JP. JPI. oriP2. The U/3 prohe IBIOBRI
correspunds Lo <he U¡t fragment and cross-hybridizes wiih C/32’
Polyenerase chain reaction (PCI?) and sequencing. They were
perfornied essenlially as described”’” Briefly, total RNA was iso-
lated from each done and TCR-a or -0 cDNA was obíained. by
reverse transcription, using specific Urs or U¡3 antisense primers.
respec<iveiy. TCR-a and -~3 cDNA ampl¡hcaíions were done by PUR
wiíh sense V-family specihc primers and tbe aboye mentioned U
primer. Differeni sets of Va/Ca and Vfl/U/3-dexived oligonucleo-
tides were used as sense/antisense pómers tu perfonn asymeíric PUR
on each sírand of dic PCR-amplified cDNA. so íhat an excess uf
single stranded DNA of a chosen strand was produced. These second
(internal) sets ínatched Lo sequences lucated 3 aocI 5’, respecíively.
from tbose of the y and U primers used for <he firsí amplificalion.
Direct sequending of aniplified DNA sirands was performed with
sequenase (Amersham. Buckinghamhire. UK) follow,ng ihe nianu-
faclurer’s instructions aocI usiog [hecorresponding V- and C-internal
oligonucleotides as primers for sequeocing the minus ami tbe posi-
tive strand, respectively. Excepíionally, PCR aniplified producís
were cloned in <he pCR-Script vector (Straíagene GMRH. Heidel-
berg, Germany) following the manufacturers insín,ciions. Positive
colonies were sequenced by using T3 aocI Ti primers.
Proliferacion otray. Resíing Tcells (2.5 toS x ~Q4> taken more
tban 2 weeks after the [así síimuiation, vere coculiured for 48 Lo 72
hours w¡th dic indicated irradialed (30 Gy) BLUL in 96-microweii
flat-boltonied culture piales al a 1:1 responder-ío-síiniulatur ratio.
Six hours before harvesiing, L gUi of (-‘H)ihymidioe was added to
each well and (‘H)íhymidine uptake was <ben nicasured in a liquid
scintillation counter. Resulis are expressed as ihe mean of triplicale
or quadruplicate cultures. Host BLUL were obtained by coculturing
of PEL with Epstein-Barr virus (EH V)-containing supernalant from
dic virus~producing B95.8 ceLl une in dic presence of 1 ¡sg/mL UsA.
fle folluwing MoAbs were used for specificiíy siudies: aníi-DP/DR
(2D6), -OP (B7.21), -DQ (1A3 or Leu-LO).
Cyroroxic assay. Uytotuxic aclivity was lested using a standard
“Uy release assay already described90 briefly, Larget celis were la-
heled wiih lOO ¡tUi “Uy for 2 hours al 3PU. washed lhree times,
aocI plated at the indicatedeffector-to-target ratio in a96-weli round-
bottom piale. Aher4 bours of incubation al 370C, LOO pL of superna-
<ant from eacb well was removed andcounted in a gamma scintilla-
don counier. Each Lesí was perfornied in <riplicate. Results are
expressed as percentage of iysis, according lo dic fotlowing formula:
(expeñmcnial release — spontaneous release>/(maximal release —
spuntaneous release) x 100, wbere experimental release represenis
mean eounts per minute released from tbe <argeL celis and maximum
release from <argeL incubated wiíh 1% cetavlon.
RESULTS
Obtaining ceil fines and cloning. T celis were recovered
alter culturing sión biopsies in the presence of IL-2 alone
asid were then cloned by limiting dilution under conditions
thaI trigger dic growth of virtuafly al> T celis presení la dic
culture (see Maíerials and Metbods section and Eig 1), Tbk
procedure sbould select most in vivo activated T celís during
ihe firsí culture step and during the secuod síep. should ailow
,-ecovery uf virtually ah T celis amplified during íhe lirsí
step. In the four cases studied, T celís began tu exude from
biopsies within 3 days aher initiation of the culture. Occur-
rence of GVHD was confirmed for each case by histopatho-
logical analyses. Wc never obtaincd skin biupsy-derived 1-
ccli lines when Ibe diagnosis of GVHD was not cunfirmed;
<bis has also been observed by utbers)’
Clonal diversity of rice fines obea/ned. Partial analysis of
the UPNI une has been reponed in a previous study (Tabie
~ Of 34 T-cell clones anaiyzcd in that síudy, II were
foundtu be different. They were <ben tesíed for their capacity
tu recognize mismatched HLA-alleles of the graft. Such ca-
pacity was found br three of the II clones charactcrized:
two CD4~ clones (A4 and 02) recognized 1-ILA-OPIOL and
une UD8~ done (TMI5) recognized HLA-A2, two of ibe
mismatcbed HLA-alleles in te GVHD direction(see Tables
1 and 2). For this síudy, 30 more UPNI-derived clones were
analyzedand no new type of done detected (data not shown).
Two biopsies were studied for patiení UPN2 (UPN2-a and
UPN2-b). One was performed 3 days and Ihe olber 8 days
aher onset of GVHD. T celís from UPN2-a were cioned as
described in the Malerjais and Methods section, and CDC
and UDSt T-cell clones were analyzed separately. Analysis
of TCRy gene rearrangement status uf <he 21 CD4~ clones
indicated thai ah uf tbem had ihe same rearrangement pattern
and tus were probably derived frum a single original T-ceIl
done, done HER-l in Tabie 2 (data not showri). Ah UD&’
T celís were recognized by an anti-TCR-V~L2 antibody.
Moreover. a single junctional sequence was obtained from
diese celís (Table 3). Taken togetber, these resulís suggest
<bat only two different clones compuse <he UPN2-a ccli line,
clones HER-l ami -3. Froni dic second biopsy (UPN2-b),
wc derived 38 T-cell clones (26 CD4~ asid t2 UDSt). AH
the CDS4 clones shared the same rearr-angement and thus
were prubably derived frum a single originat done (HER-
30, Fig 2). Three diffcren< rearrangements were found for
lic CD44 T-cell clones, suggesting that they derived from
tbree original clones (HER-27, -28, -29). These <bree CD44
T-celi clones from <he second biopsy were ah distincí from
tbe single CDC T-cell done HER- 1 derived from the firsí
biopsy, as indicated in Fig 3. Ah T-cell clones obtained
from <he UPN3 une were CDC. Seven differentTCR gene
rearrangemení patterns were found within <he 24 T-cell
clones whose TCRy gene rearrasigement status was deter-
mmcd (Fig 4 shows <he t2 first clones analyzed).
Analysis of rite speqficiry of rite clones obrained. The
donor-host pairs are indicated in Table 1. Patient UPN3 re-
ceived íwo grafts, <he hz-st from bis mother and <he secuod
from his father. AII <he clones obtained were HLA-A29 ant!
carne from <he second donor (not shuwn). Clone specificities
wez-e deterasined in a classical manner using MoAbs and
BLCL unes from <he 1987 New York Workshop paneL Re-
suits from represeníative experiments are shown in Fig 5.
T-cell clones, PI, P3, P6. Pi, and PLO proliferated strongiy
when cocultured with <he irradiated BLUL BOL, but not
against BLCL RSH, VAV, TON, oz- BTB (for extensive
HLA-typing of bosta. dunora, atad BLCL, see Table 1). lucir
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but not by MoAb against
21). Consequently. these
—fr. Seazth fez- han speciflcily
Cloning by limiling diluricul undc polyclonal
activañon (PEA + allogaicie PBL + allogeucie
BLO. + 1L2)
Cloning effic¡ency close <o 100%
No Selection
Analysis of clonal dlversiíy through detenniaarion of
TcR 0 asid Y gene Itm72ngemefllS.
Oe<em,manon of specifldty using a pací of
genotyped BLcL.
Deíezminarion of TcR-Va or V¡3 usage by
stWOliC ig.
by an anti-HLA.DQ (1A3) MoAb,
HLA-OR (2D6) or HLA-DP (Bú-
clones wez-e probably specific foz-
HLA-DQ8. The only BLCL recugnized by thc T-ceIl done
Fg 1. Procedure.
Pl 1 was ‘r75, whose recognition was specifically blocked
by ihe 1-ILA-DP specific MoAb B7-21. confiz-ming that <his
done recognized HLA-DPL3OI on T7S. Finally. done P14
proliferated only when cocultured with ihe BLCL JE LO and
Ttl. 2. Numb.r of Clones Tested sed Fow,d to be Different Aher Southem Slot Analysis
Biopsy
No. of Clones Clone Cheracterística
Testad Different FInst Specuf o CD4 CDS SpeciUcite Cytotoxic
IJPN1 64 11 3 A4 o¡’aíór No
D2 OPOlO? No
TM15 A20~ Ves
uPN2-a 21 2 2 HER-1 DPO4OV Ves
HER-3 82705 Ves













Characteristica of each done: coreceptor, spec¡f¡city. and lytic potential.
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Tabla 3. TOR Strí,cture of Saladad Clones
Clone yo CDR3 Ja CDR3 J13 Spec¡ficity
HER-3 7 NDVKL 20 12 SGGOGTVEQ 2.7 HLA-627
HER-30 32 RGLTGGGNKL 10 1 SPRTGLNTEA 1.1 l-ILA-827
HER-27 12 RGTYNTDKL 34 9 SFRQGLSTDTQ 2.3 RíA-DOS
HER-29 2 ARGQNTDTQ 2.3 HLA-DOS
Pl 19.1 VNDM 43 6.7 RSDSLFTEA 1.1 HLA-0O8
1.1 SAGINAGKS 27
¡‘3* 7 SOORELVGV 1.2 HLA-DQ8
1.2 SHVNNNDM 43
P7 3.1 GNSGNTPL 29 5 SLVGAPOETO 2.5 I-ILA-DQ8
Pío w29 GSEGTVKV 40 6.7 SLTGGOD 1.1 FILA-DOS
For oornenclature, cee Koop eta>” and Wei eL al’~
* For done P3. two >n frame Va rearrangementa were found.
its proliferation was specifically blocked by MoAb against
HLA-DR, ihus confirining that P14 probably recognized the
HLA-DR402. L-ILA--DQ8, -DR0402 and -DPL3OI were alí
mismaiches of <he graft in ibe GVHD direction. Specificity
analysis of the CDC T-cell clones l-IER-27, HER-28, and
HER-29 is sbown in Fig 6. Clone HER-27 proliferated
against BSM asid BOL. but not against JHAF or BTB, HER-
29 proliferated against BSM and BOL but not against RSH
oz- BIR (again, see Table 1 for extensive HLA typing). Pro-
liferation of both clones was blocked by a I-ILA-DQ-specific
MoAb, but not by HLA-DP or -DR-specific MoAbs. These
results suggested that HER-27 and l-IER-29 T-ceIl clones
were specific br HLA-DQS. Clone HER-28 proliferated
against BTB asid BOL, but not against BSM or RSH, and
<his proliferation was blocked by <he HLA-DP-specific
MoAb B7-21 asid not by MoAb against HLA-DR or -DQ.
Uonsequently. this done probably recognized HLA-DP4OL.
Finally, with respect <o <he two UD8~ clones HER-3 (from
the flrst biopsy. UPN2-a) and HER-30 (from <he second
biopsy. UPN2-b) wbose specificity analysis is shown in Fig
7, daLa from both prolifez-ation and cytotoxicity assays dem-
onstrated recognition of the two HLA-B27±BLCL (BTB
asid W124) only. HLA-B27. HLA-DQS, and HLA-DP4OI
were alí mismatcbed BLA-alleles in <he GVHD direction in
this donor/recipient combination.
V3 —
>12 -4 — 5,4 kb— 3,9 kb
Fig 2. TCR y gen. rcarnngemants of fha UPf42.b.duiv.d CGO47-calI clones. Southamn blot analysl. of TCR diveruity amon; C08
clones derived from tite UPN2.b biopsy. Reerrangemanta oIT ccli
raarranging y genes in tite d¡fferant T.oell clones~ DNA wa. digastad
with EcoAl and hybrid¡zad with MIGO, a J
1’ pro1,.. TI,. 12 T~cc4l celo.
nias testad wara derivad from ttta sama tiene.
Analysis of dic cytotoxic capacity of <be aboye CDC T-
celí clones was not presented in detail, but <heir cytotoxic
potentials are indicated in Table 2. For alí T-cell clones
having acytotoxic potential. their pattern of reactiviíy always
confirmed <heir specificity, usually tested through prolifera-
<ion assays.
Diversiey of ihe TCR used. TCR-Va and -Vfl chain se-
quences of selected clones are presented in Table 3. They
confirm <he individuality of each done, as previously de-
duced from <he Southem bíot analysis. Most importantly,
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FIg 3. TCR y gana rc.rnngemants of tite UPN2-a and ~h-dauivad
CDC flelí clones lace legeod to FIg 2>. Tite cm
t elena I4ER-1 <de-
rivad from ha UPVd2-a blopsy) wcs comparad wtth tite CDC clones
HER-27. MER-28. sed I4ER-29 derivad from the UPN2-b biop.y. Titase
faur dlstlnct T,cell clones werc detectad afta. So.,than, hlot anaiwls
of 21 dlffcwant coleníes from ti,. UPN2-. and 20 lyon, tite UPV42-b
biopales, rnpcctlvaly (not shownl.
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FIq 4. TCR y gana rearrangemant of lbs UPN3
biopsy derivad T.call clones (se. lagend to F¡g 2 br
the T-call clones derivad from tita UPNS biopsyl.
Lanas markad as —1 corraspond to polyclonal colo-
nias. Ah clones ware CDC.
of the TUR exprcssed could be demonsírated. Particularly
informative werc thc sequences of <be TUR expressed by
<be anti-DQ8 specific clones derived fz-om patient UPN3.
Thus, although Pl and NO <ised <be sorne V/367-J/3l.l rear-
rangement. tbc curresponding UDR3 regions were com-
pletely differenl. Fuz-thcz-rnore. T-cell clones P3 and Pl used
differcnt V/3-J/3 combination. V/37-J/3l.2 ant! V/35-J~2.5.
rcspcctivcly. Altogelber. ihese four T-ccll clones. alihough
derived from ihe same patiení and having ihe sorne speciñc-
ity within <he same tissue. used four different TCR-Va and
1hz-ce different TCR-V/3 chains.
DISCUSSION
Sínce <he initial analysis of <he pararnetez-s critical for Ihe





of tbe graft Lo moíiní mi allogcneic reaclion against ihe host
have been recognized as irnpoz-tant in <he pathogenesis ant!
clinical uutcome of Ibis disease. The preparative regimen,
<be host response. <he presence of microbacierial pathogens
and tbe viz-al status. have oíl been evoked and ex<ensively
siudied? A GVL-ID-like syndrome has also been observed
mn some autologous situations;” Nevertbcless, acuLe GVHD
rernaíns pz-irnaz-ily a T-cell mediated disease, which occurs
early aftcr RMT and with Ihe imniunological peculiarity
of being tissue-speciñc. Vez-y kw studies focusing un <he
characierizalion ofT-cell reactivity al a sile of GVI-{D Iesions
have been repoz-tct!.==5~This is perbap.s because of conclu-
sions drawn from initial studies suggesling that the majoriiy
of T celís in allografts lack allo-ontigen specificiiy.8” Thus,
dic initial ceilular evenis leading tu OVUD are silil poorly
1., píe nl Vid
t kLt~LLLLLLLLSn •l• 5~~ 5~~~ — •~. l~ Sil — — a Di. 5 fi —
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FIg 5. Detarmination of spaciftcity fo, tite dones darived lyon, patient UPN3. Spadfle racognWon of MLA-DQS-í- Bici. by UPIU itin bioy,sy
darived T-call clones Pl, P3, PS. P7. ¡>10. or HLA-DP1301 by Pl 1 md HLA-DR0402 by P14 (top panal>. Aocordingly. racognition of targat BLCL
was blookad by MoAb aga¡nst HI.A-DO (iba> for Pl. Pa. P6. P7, Pío. against HLA.DP (87.21> for ¡>11. and against lILA-DR (GSP41> for P14. HM.
DOS. -DM301, snd -0R0402 waea ah mismatcites of titis graft in tite GVHD direction. Sae Materlals and Mefliod. fo, cultura condition. and























Fig 6. Datarmination of specificity for th. C04
clones fron, patiant UPN2 (sama a Fig 5>. Specif le
recognition of IiLA-DO3+ BLCL by donas HER.27.
HER-29 and of HLA-DPO4O1 + BLCL by clon HER4S,
derivad froni tI,. UPN2-b biopsy [toppanel). Recog-
nition of targat BLCL was blocked by MoAb aga¡r,st
FILA-DO fo, HER-27 and MEAn and Liv MoAb aqaínst
HLA-DP fo, HER-28 (bottom panail. HLA.DOB sod
-DPO4O1 wara m,smatchas of tite graft in tha GVHD







II 2.5-3,5 —U —
MB) SIM Dcc. JFí4 ATO
u.’ ¡‘u—
MEV OTII Dcc. ESM RSII
TAROtT BLCL
understood. Mere we repon on the funclional and stz-uctural
characterizatiun of sión infihirating T celis during early
GVHD. The objecíive of <he presení study was tu obtain a
sufficient number of host-specific clones ío analyze boih the
diversity of <heir potential targets ant! dic diversity ol’ <he
TURs involved in their recognition. We studied four skin













FIg 7. Sp.cifse proliferation .nd [vs-lsof con- clones fromn patieiit
UPN2. Sp.cific prolifaration (toppanal> nr cytotoxiclty Ibottom panel>
against MLA.B27+ BLCL by tite CDt clones HER-3 and HER-3O de-
rivad fon, ti,. UPN2-a and -b biopties. in ¡Inc with tite notion of
diverstty for titase T-ceIl clones involvad in fha GVMD procas.. ¡-IER-
3. hin not FIEN-SO. was able to racogniza fha MLA.B27 niolocula
tranafactad in tite xanoganeic PSiS targat (not sitown>.
developed an acute GVI-ID after allogeneic HMT from (-¡LA
mismatched related donors. Our resulis, sumniarized in Ta—
ble 2. demonstrated (1) ihal thesc celí fines were rnarkedly
oligoclonal, (2) ihar a majoriiy of skin biopsy-dez-ived T-cell
clones were reactive against hosí-HLA, ant! (3) <fiat diese
T-cell clones used higbly diverse TCR. eveo though íhey
recognized Use same lILA specificity within dic same tissue.
Obviously. the general irnpact of ihese results reIles un a
demonstration thai the T celís stíadied were aciuaLly invuived
in the paihological process Evidence in support of <bis as-
sumpijon, which is necessarily indirecí because of ibe con-
straints linked Lo human studies, is as follows: first, uur
culture conditions should -allow gruwth of clones that are
representative of the activated (ie, IL-2--receptor positive)
T celís infiltrating the biopsy. In ihis respecí, l-feidecke eL
al’3 elegantly demonstrated that IL-2—receptor posilive graftinfihtratiog celís, but not ibe IL-2—recepior negative celís
wez-e alloreacrive effectors on adoptive iransfer in syngencic
hosts.
Second, T-cell clones characterized in ihe presení work
exuded from the biopsies ant! started <o grow actively within
3 days aher initiation of ihe culture. In contrasí, we never
ohtained cefi unes when OVHD was not confirmed, sirongly
suggesting a coz-relaíion beiween the clinical ou<come ami
the oblention of a T-cell Une from diese biopsies. Along ibis
(inc. our results are comparable with several o<her studies,
cidier after kidney. BMT, or fican21’6-’4 iranspiantation.
Thirt!, a niajority of <he clones derived fz-om diese biopsies
are speeific fox host antigens, although they were obíained
without in vitro antigenic selection. Although we cannol
formally prove <bat <he clones presented hez-e would huye
reproduced <he cLinical manifestations thai are characterisíics
of GVHD, we íhink we can reasonably inferfrom our resul<s,
as well as frum ihe li<era<ure, thai <he host HLA-specific T-
cdl clones described in this paper actively took pan in <he
initiation of the GVHD pz-ocess.
MS’ t~ ~A DV ME) LX2 CII Df
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The oext cornment Lo be macIe concero.s <he celí (mes
ol’goclooal¡ty. Afíer Southero blot analysis ob tbe TUR gene
rearrangements of 146 clones obtained under limítiog dilu-
tion of tbe celís exuding from thebiopsies, we found only 25
disrinct T-cell clones <11,2,4. and 8 from the loor biopsies.
respectively, see Table 2). lo a regular T-cell cloning assay.
u íakes more than lO days for a done Lo become macroscopi—
cally detecíable. Uooseqoently, the fact ibai we obtained
wiihin 5 days a detectable amplífication of T-cell unes com-
posed of 2. 4. 8. ant! II clones implies <bal these clones
wcz-c botb overrepreseoted and activated iii sito. Natorally,
this t!oes nol oecessarily mean that ihese clones were <he
only T celís present in Lhe biopsy. Particulw-ly, in view of
other works wbere an importaot diversity of TCR-Va and
TCR-V¡3 gene transcripis was deiecied o Lhe skm at tbe
Lime uf acuLe GVHD.’’’6 our resulis are also o bulí
agreement with ihe recení report by R. Leibnitz eL al,3’ who
studied the reacriviíy of muz-me bybridomas derived frorn T
celís activated in vivo doz-ing GVHD ant! who suggested
íhat early o <he cuurse of the disease, a high percentage of
activated T celís sequestered jo bost spleen or liver were
allospecific.
Although <he presence of his<oincompaiible tissue antí-
geos betweeo donor ami recipieot is the main prereqoisite
for the development of GVHD, there remalos <he possibili<v
tbaí allogeneic T celís are noí the only celís responsible for
tbe appearance of tbe disease. Donor TUR-a/3 T celís can
also recognize pathogeos, auíulogoos deierminants, or alío-
geneid fragments indirectly. le, presentet! by selfMHU mole-
coles. II soch a recognition had uccuz-red jo <he sitoation we
have stodied. the T celís involved shuuld have been acti-
vated, ant! cooseqoently ouz- culiure conditiuns shoold bave
favored íhem as well as tbose direcied at classical MHC
alloantigeos. We cannot exclude from our data that such
celís were present among <he eighí T-cell clones derived
from UPNI for which we could noÉ docomení antihost read-
iivity. Ln contrast, aH clones from <he thz-ee oiher hiopsies
were specific fox mismaiched ULA-alleles of <he graft (see
Tables 1 ant! 2). The in vivo relevance of indirect z-ecogniiion
duz-ing an allo-aníigenic response is a matrer of debate. Al-
though <he precise oaíore of the peptides presented togeiber
witb <he bost HLA-molecules is presently unknowo, indirect
recugnition cao be excluded from our daLa: foz- example.
done PL recognized only HLA-DQ8 bearing BLUL, ant! <bis
reactivity was specifically blocked by an anti-DQ MoAb
witb no possible indirect presentation of an HLA-DQ8 pep-
Lide witbin anoiher DQ-allele, which shoold have been
matched wirh <be host, je, DQ2 ira the present case. Tite
same reasoning bolds for <he otbez- clones, ant! thez-efore
mismatched HLA-alleles were probably recognized in a di-
rect, rather <han an indirect, manner in the cases presented.
Although the high frequency of alloreactive T celis sug-
gests tbe expression of a broad spectmm of TURs by <hese
effectors, evidence br restricted TCR-V gene usage by alío-
reactiveT celís hasbeen recently provided’8’64’ Such obser-
vations raised the possibility that Che immone response lead-
ing to graft rejection or acote GVHD could be prevented by
selective depletion of alloreactive T cells. Indeed in the case
of GVHD, two fac<ors rnight have contriboted <o the re-
stricted response: first, acuLe GVHD occuz-s rapidly alter
BMT. when T-cell reconsiitutjoo is no< wt complete, ant!
second. GVI-ID les¡oos affect m-ainly epithelia. wbich implies
tbat only part of the allo-repertoire may be involved in <his
process. Ooz- data demonstraíe <bat <bis is not <he case be-
<weeo lILA mismatched related donors. The best example
comes from the analysis of <be loor DQS clones from pa<ient
UNP-3, whose TUR was made op ob four disijocí TUR-V
regions combinations.
In concLusion oor data provide evidence ihat ¡o <he early
stages of acute GVHD aher allogeneic BMT, aclivated T
celís at <he suc of GVHD lesions are host—specific and could
poteotially recognize any misrnatch. Moreover, <his T-ceLl
response appears at <he same time oligoclonal ant! clearly
nut TUR-V region restricted. In the context of an allogeneic
graft beLween lILA mismatched relaied t!onuz-s, it is clear
that T celís responsible br GVHD cannot be discriminated
by <he use of aoy particular TUR-V chain. Therefore, the
potential usefulness of TUR-V specific MoAbs as ¡nimuno-
therapeutic agenís for Lhe selecÉive elimination of particular
TCR-V bearing celís is questionable.
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